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Введение
Статины относятся к классу гиполипиде-

мических соединений природного или синтети-
ческого происхождения [1], которые являются 
ингибиторами одного из основных ферментов 
синтеза холестирина [2]. Статины обладают 
также ярко выраженным комплексом антиокис-
лительных и антимутагенных свойств, антиате-
росклеротическим, антиангинальным, противо-
ишемическим, антитромбическим эффектами, 
вследствие этого широко используются в меди-
цине [3–6], прежде всего для поддержания здо-
ровья пожилых людей. Поскольку холестерин 
содержится в мясных продуктах, молоке, яйцах, 
рыбе, орехах и многих других продуктах, тре-
буется разработка разнообразных методов его 
определения в биологических объектах (жид-
костях, тканях), продуктах питания, пищевых 
добавках, биологически активных добавках и 
фармацевтических препаратах. 

Анализ методов определения статинов по-
казывает, что основное место отводится хро-
матографии, в основном высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [7] и тон-
кослойной хроматографии (ТСХ) [8]. Отмечается, 
что ВЭЖХ позволяет одновременно проводить 
определение нескольких лекарственных ве-
ществ, вспомогательных компонентов и возмож-
ных токсичных примесей в многокомпонентных 
смесях, отличаясь высокой точностью и преци-
зионностью [9]. Обычно используют колонки с 
обращенной фазой, такие как «Supelcosil LC-18» 
(5 мкм, 150 × 4,6 мм) [10], «BecKmanCoulter» 
(5 мкм, 250 × 4,6 мм) [11], «Sherisorb ODS-C18» 
(5 мкм, 250 × 4,6 мм) [12] и др. Органическим 
компонентом подвижной фазы (ПФ) является 
ацетонитрил [10, 11, 13–17], иногда в сочетании 
с метанолом [18–23], муравьиной кислотой 

[24], уксусной кислотой [25], тетрагидрофураном 
[10] или триэтиламином [26]. Основой водной со-
ставляющей ПФ является фосфатный буферный 
раствор с рН 3–5 [10–13, 19, 27, 28]. При опреде-
лении статинов используются разные варианты 
детектирования: спектрофотометрическим, 
флуориметрическим детекторами, иногда после 
реакции дериватизации, а также кондуктометри-
ческим, масс-спектроскопическим и другими 
детекторами [29, 30]. Анализ литературы пока-
зал также, что в ацетонитрильных подвижных 
фазах недостаточно полно изучено влияние 
элюирующей силы ПФ и рН буферных раство-
ров на результаты хроматографирования. Однако 
это является важным для получения точных, 
воспроизводимых и правильных результатов. 
В связи с этим целью работы являлось изуче-
ние этих вопросов на примере наиболее рас-
пространенных статинов в фармацевтической 
практике – аторвастатина (Атв), розувастатина 
(Рзв) и симвастатина (Смв).

Материалы и методы
Реагенты. В экспериментальной части рабо-

ты были использованы –аторвастатин, розуваста-
тин и симвастатин фирмы Sigma Aldrich, США 
с содержанием основного вещества более 94%. 
Стандартные растворы исследуемых статинов c 
концентрацией 1 мг/мл готовили в этаноле рас-
творением точной навески. Рабочие растворы 
с концентрациями 1·10-6 –1·10-5 г/мл готовили 
разбавлением стандартного раствора в воде. Все 
растворы хранили в холодильнике. 

Для приготовления подвижных фаз исполь-
зовали ацетонитрил (о.с.ч.), наиболее распростра-
ненный в жидкостной хроматографии [10, 11 ]. 

В качестве буферов использовали ацетат-
но-аммиачный (pH 3–8) и фосфатный (pH 3–5) 
буферные растворы, значения pH которых кон-
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тролировали на приборе pH-метр (рН-673 М) со 
стеклянным индикаторным электродом и хло-
ридсеребряным электродом сравнения.

Аппаратура. Анализ в вариантах ВЭЖХ 
проводили на жидкостном хроматографе Стайер 
фирмы «Аквилон» со спектрофотометрическим 
детектором, на хроматографической колонке 
с неполярным сорбентом С18 (00F-4252-EQ, 
Luna 5u C18, диаметр 4,6 мм, длина 150 мм; Phe-
nomenex, США). Объем вводимой пробы 50 мкл, 
скорость потока 1 мл/мин. 

Хроматографирование в водно-ацетони-
трильной подвижной фазе проводили путем ва-
рьирования соотношения CH3CN – вода (буфер). 
С помощью микрошприца отбирали 50 мкл про-
бы, содержащей статины в концентрации 1·10-6 
и 1·10-5 г/мл, и вводили в хроматографическую 
колонку. Объем петли дозатора составлял 20 мкл. 
Регистрацию и обработку данных при λ=240 нм 
проводили с помощью программы «Мультихром 

2.4». Оптимальная длина волны при детекти-
ровании была выбрана на основании спектров 
поглощения статинов. 

В ВЭЖХ удерживание реагентов в непод-
вижной фазе (tR), параметры эффективности 
(число теоретических тарелок (N) и высоту, эк-
вивалентную теоретической тарелке, ВЭТТ (H)), 
разрешение (Rs) и селективность (α) определяли 
согласно [9]. 

Результаты и их обсуждение
В настоящей работе изучено влияние двух 

модификаторов ПФ на разделение и определение 
статинов. 

Элюирующая сила
С целью выбора ПФ провели хроматогра-

фирование, варьируя объемную концентрацию 
ацетонитрила и воды от 80 до 20 % и наоборот. 
В табл. 1, 2 приведены значения хроматографи-
ческих характеристик. 

Соотношение CH3CN – H2O /
Ratio CH3CN – H2O 

tR, мин / tR, min

Смв / Smv Атв / Atv Рзв / Rzv

80 : 20 4,53 1,42 1,34

70 : 30 6,62 1,57 1,35

60 : 40 12,77 1,63 1,40

50 : 50 14,71 3,92 2,49

40 : 60 – 9,77 3,79

30 : 70 – – 9,32

20 : 80 – – –

                                                                                                                            Таблица 1 / Table 1
Времена удерживания статинов в зависимости от соотношения компонентов ПФ 

(n = 3, Р = 0,95)
Retention times of statins depending on the ratio of MP components (n = 3, Р = 0,95)

                                                                                                                           Таблица 2 / Table 2
 Селективность разделения статинов в зависимости от соотношения компонентов в ПФ 

(n = 3, Р = 0,95)
Selectivity of the statins separation depending on the ratio of components in the MP 

(n = 3, Р = 0,95)

Соотношение CH3CN : H2О /
Ratio CH3CN – H2O Вещества / Substances Rs α

80 : 20
Смв-Атв / Smv-Atv 2,7 0,31

Смв-Рзв / Smv-Rzv 2,4 0,30

70 : 30
Смв-Атв / Smv-Atv 8,2 0,24

Смв-Рзв / Smv-Rzv 7,5 0,20

60 : 40
Смв-Атв / Smv-Atv 8,8 0,13

Смв-Рзв / Smv-Rzv 6,2 0,11

50 : 50
Смв-Атв / Smv-Atv 9,2 0,27

Смв-Рзв / Smv-Rzv 10,4 0,17
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По данным табл. 1 и 2 и с учетом хрома-
тографической картины можно сделать вывод, 
что оптимальной является система ацетонитрил 
: вода в соотношении 70 : 30, так как по мере 
уменьшения органической составляющей в ПФ 
и соответствующего уменьшения элюирующей 
силы ПФ происходит уширение хроматографиче-
ских пиков, сильное увеличение tR всех веществ 
и искажение хроматографической картины. 

Проведенные исследования показали, что 
время удерживания аторвастатина – 1,6 мин, ро-
зувастатина – 1,3 мин, симвастатина – 6,6 мин, что 
позволяет сделать вывод о возможном разделении 
этих веществ при совместном присутствии.

Буферные растворы
С целью улучшения качества разделения 

в водно-ацетонитрильных ПФ вместо воды ис-

пользовали фосфатный (ФБ) и ацетатно-аммиач-
ный (ААБ) буферные растворы с оптимальным 
значением рН 3–4. 

Установлено, что в присутствии буферных 
растворов существенно улучшается хромато-
графическая картина: увеличиваются значения 
∆tR между пиками, а хроматограммы становятся 
более узкими и симметричными. Поскольку 
для ФБ и ААБ оптимальные значения рН оди-
наковы, можно полагать, что основное влияние 
на наблюдаемые эффекты оказывает природа 
буфера, однако это требует дополнительных 
исследований.

Для сравнения эффективности разделе-
ния статинов в разных ПФ приведены данные 
табл. 3, которые подтверждают сделанное за-
ключение. 

Таблица 3 / Table 3
Селективность разделения статинов в ацетонитрильной ПФ (n = 3, Р = 0,95)

Selectivity of the statins separation in acetonitrile MP (n = 3, Р = 0,95)

Условия хроматографирования /
Chromatography conditions

Разделяемые вещества /
Substances to be separated

ΔtR, мин / 
ΔtR, min RS α

Ацетонитрил – Вода (70:30) /
Acetonitrile – Water (70:30)

Сим – Атв / Smv – Atv 4,36 1,0 0,24

Сим – Рзв / Smv – Rzv 4,81 0,9 0,20

Атв – Рзв / Atv – Rzv – – –

Ацетонитрил – Фосфатный буфер (70:30) (pH 3) /
Аcetonitrile – PhB (70:30) (pH 3)

Сим – Атв / Smv – Atv 3,96 3,8 0,41

Сим – Рзв / Smv – Rzv 4,30 4,0 0,32

Атв – Рзв / Atv – Rzv 0,56 0,7 0,79

Ацетонитрил – ААБ (70:30) (pH 4) /
Acetonitrile – AAB (70:30) (pH 4)

Сим – Атв / Smv – Atv 4,00 3,5 0,40

Сим – Рзв / Smv-Rzv 4,51 3,1 0,32

Атв – Рзв / Atv – Rzv 0,52 0,4 0,81

Таким образом, исходя из полученных рас-
четов можем сделать вывод, что наибольшая се-
лективность разделения статинов наблюдается 
при использовании подвижной фазы, состоящей 
из ацетонитрила и фосфатного буферного рас-
твора с pH 3 в соотношении 70 : 30, так как по-
зволяет разделить все исследуемые статины с 
высокой эффективностью.

Градуировочные зависимости для определения 
аторвастатина в реальных объектах
В данной работе показана возможность 

применения водно-органической ВЭЖХ для 
количественного определения аторвастатина 
в лекарственных препаратах. Для этого в вы-
бранных оптимальных водно-органических 
подвижных фазах были построены граду-
ировочные зависимости на аторвастатин: 
НФ : С18 , ПФ : ацетонитрил – вода (70:30); 

аце тонитрил – ФБ (pH 3) (70 : 30); ацетонит- 
рил : ААБ (рН 4) (70 : 30).

Для построения градуировочной зависимо-
сти был приготовлен исходный раствор аторва-
статина с концентрацией 5 мг/мл, из которого 
готовили рабочие растворы от 0,2 до 10 мкг/мл 
для ВЭЖХ последовательным разбавлением 
исходного раствора в объеме 5 мл дистилли-
рованной водой, отбирая точные аликвоты с 
помощью дозатора.

Были построены зависимости площади 
хроматографических зон аторвастатина от его 
концентраций в растворе. Площадь хроматогра-
фических писков ВЭЖХ определяли в условных 
единицах с помощью программы «Мультихром 
2.4». Ввиду полного совпадения градуировоч-
ных характеристик в ВЭЖХ в разных ПФ гра-
фики не приводятся, а полученные результаты 
обобщены в табл. 4. 
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Исходя из представленных данных в табл. 4, 
для определения Аст была выбрана оптималь-
ная подвижная фаза, содержащая ацетонитрил и 
фосфатный буферный раствор с pH 3. У этой ПФ 
более высокие показатели линейности и хрома-
тографические параметры лучше по сравнению 
с остальными ПФ.

Контроль правильности был проведен 
методом «введено–найдено» путем сравнения 
концентраций введенной аликвоты аторва-
статина с концентрацией, рассчитанной по 

градуировочному графику. Для этого были 
приготовлены растворы с тремя различными 
концентрациями аторвастатина и проведено 
их хроматографирование в водно-органической 
ПФ, модифицированной фосфатным буферным 
раствором с pH 3. Площади зон измеряли в 
графическом редакторе «Adobe Photoshop СС», 
затем с помощью градуировочной зависимости 
были найдены значения искомых концентра-
ций. Результаты исследований представлены 
в табл. 5.

Таблица 4 / Table 4
Сравнение метрологических характеристик градуировочных графиков в ВЭЖХ

Comparison of the metrological characteristics of calibration curves in HPLC

Характеристики /
Characteristics

CH3CN – H2O
CH3CN – ФБ (pH 3) /
CH3CN – PhB (pH 3)

CH3CN – ААБ (pH 4) /
CH3CN – AAB (pH 4)

Уравнение градуировочного графика /
Calibration curve equation y = 160x + 26 y = 167x – 11 y = 173x + 25

Коэффициент корреляции (R2) /
Correlation coeffi cient (R2) 0,987 0,999 0,996

Интервал линейности, мкг/мл /
Linearity interval, μg/ml 0,2–10 0,2–10 0,2–10

Чувствительность (tgα) /
Sensitivity (tgα) 0,2 0,06 0,1

                                                                                                                       Таблица 5 / Table 5
Результаты определения аторвастатина методом «введено–найдено» в ВЭЖХ 

(n = 3, P = 0,95)
Results of the determination of atorvastatin by the «introduced-found» method in HPLC 

(n = 3, P = 0,95)

Введено, мкг/мл /
Introduced, mcg/ml

Найдено, мкг/мл /
Found, mcg/ml

Метрологические характеристики /
Metrological characteristics

Sr Δx/xср, %

2 2,00 ± 0,05 0,01 2,27

4 3,98 ± 0,06 0,01 1,53

8 7,92 ± 0,54 0,03 6,78

Таким образом, из рассчитанных данных в 
табл. 5 видно, что значения Sr и относительной 
погрешности при определении аторвастатина не 
превышают 0,03 и 7% соответственно. Поэтому 
данная методика может быть использована для 
количественного определения аторвастатина в 
реальных объектах.

Количественное определение аторвастатина 
в лекарственных препаратах
В качестве объектов для количественно-

го определения аторвастатина были выбраны 
следующие фармацевтические препараты: 
«Аторвастатин-OBL» (Oblpharm, Россия), «Ту-

лип» (Sandoz, Словения), «Липримар» (Pfi zer, 
Германия). Содержание аторвастатина в таблет-
ках составляло 10 мг.

Методика определения аторвастатина 
в фармацевтических препаратах. 

Для исследования были взяты навески пре-
паратов Аторвастатин-OBL, Тулип и Липримар 
по 125 мг. Навески растворяли в этаноле в кол-
бе на 25 мл. Для проведения анализа в ВЭЖХ 
растворы готовили последовательным разбав-
лением до концентрации 5 мкг/мл. Хроматогра-
фический процесс в ВЭЖХ проводили в водно-
органической подвижной фазе, состоящей из 
ацетонитрила и фосфатного буферного раство-
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ра. С помощью микрошприца отбирали 50 мкл 
пробы, содержащей исследуемый раствор, и 
вводили в хроматографическую колонку. Объем 
петли составлял 20 мкл. Времена удерживания 
полученных пиков сравнивали со стандартным 
веществом аторвастатина. Регистрацию и об-
работку данных при λ = 240 нм осуществляли 
с помощью программы «Мультихром 2.4». 
Проводили три параллельных опыта. Содер-

жание аторвастатина в исследуемых объектах 
рассчитывали по градуировочной зависи-
мости.

Установили, что времена удерживания 
стандартного вещества совпадают со значе-
ниями в исследуемых объектах, что свиде-
тельствует о правильной идентификации. На 
рисунке представлены хроматограммы аторва-
статина в исследуемых объектах и стандарте.

Хроматограммы аторвастатина в фармацевтических препаратах: 1 – «Аторвастатин-OBL» (Oblpharm, Россия), 2 – «Ту-
лип» (Sandoz, Словения), 3 – «Липримар» (Pfi zer, Германия), 4 – стандартное вещество – аторвастатин 

Figure. Chromatograms of atorvastatin in pharmaceutical preparations. 1 – «Atorvastatin-OBL» (Oblpharm, Russia), 2 – «Tulip» 
(Sandoz, Slovenia), 3 – «Liprimar» (Pfi zer, Germany), 4 – reference substance – atorvastatin

Можно сделать вывод, что аторвастатин со-
держится в каждом из исследуемых объектов с 
одинаковыми значениями tR. 

В табл. 6 представлены результаты определе-
ния аторвастатина в фармацевтических пре-
паратах.

Таблица 6 / Table 6 
Результаты определения аторвастатина в лекарственных препаратах. ПФ: ацетонитрил – ФБ (70 : 30, рН 3), 

(n = 3, P = 0,95)
Results of the atorvastatin determination in medicinal preparations. MP: acetonitrile – PhB (70 : 30, pH 3), (n = 3, P = 0,95)

Объект / An objec
хср ± Δx, мг/мл /
xav ± Δx mg/nl

Sr
Δx/хср, % /
Δx/хav, %

Найдено Аст, мг /
Found Ast, mg

Паспортные данные 
объекта, мг /

Passport data object, mg

Аторвастатин-OBL /
Atorvastatin-OBL 4,9 ± 0,1 0,01 2,5 9,8

10Липримар / Liprimarin 4,9 ± 0,1 0,01 1,7 9,8

Тулип / Tulip 4,9± 0,1 0,01 2,8 9,7

1 2

3 4

А. А. Кутина и др. Определение статинов методом обращенно-фазовой ВЭЖХ 
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Из данных табл. 6 видно, что метод ВЭЖХ 
позволяет достигнуть достаточно близких 
результатов, что подтверждает правильность 
определения.

Заключение
Впервые систематически исследовано 

влияние основных модификаторов подвижной 
фазы в ВЭЖХ – элюирующей силы и буферного 
раствора на результаты хроматографирования 
наиболее значимых для медицины статинов – 
аторвастатина, розувастатина и симвастатина. 
Выбраны оптимальные модификаторы и на их 
основе разработана методика определения ста-
тинов в фармацевтических препаратах. Значение 
Sr составляет 0,03, относительная погрешность 
определения не превышает 7%. 
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Аннотация. В настоящее время йододефицитные заболевания являются одной из важнейших медицинских и социальных проблем. 
В связи с этим цель исследования – определить содержание йода, йодидов, йодатов в йодированной соли, питьевой и минеральной 
воде, морских водорослях, определить устойчивость содержания йода в соли. Для качественного определения йодид- и йодатов-ионов 
в солях и молекулярного йода в морских водорослях проводили йодкрахмальную реакцию. Наличие йодид-ионов в йодированной 
воде определяли по реакции с нитратом серебра и хлорной водой, выделяющийся йод экстрагировали хлороформом. Количественное 
определение йода в соли проводилось титриметрическим методом, в воде – колориметрическим, в морской капусте – гравиметриче-
ским с последующим титрованием. В ходе исследования установлено, что йодированная соль содержит йод в форме йодата калия, в 
количестве 18.65 мкг/г элементарного йода, ламинарии содержат молекулярный йод в количестве 8.12 мкг/г элементарного йода, а 
йодированная вода содержит иодид калия в количестве 0.327 мкг/мл элементарного йода. В ходе исследования доказано, что коли-
чество йода в йодированной йодатом калия соли уменьшается через месяц в 5,6 раза. Для того чтобы соблюдать ежедневную норму 
потребления йода, необходимо включать в свой рацион около 9.7 г йодированной соли, что превышает суточную норму ее потребле-
ния в 5 г. В связи с этим рекомендуется в качестве профилактики йододефицита употреблять йодированную соль (не более 5 г) или 
йодированную воду (0.7 л воды) или ламинарии (18.47 г). 
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Abstract. Currently iodine defi ciency diseases are one of the most important medical and social problems. In this regard, the purpose of the study 
is to determine the content of iodine, iodides, iodates in iodized salt, drinking and mineral water, seaweed, to determine the stability of the iodine 
content in salt. For the qualitative determination of iodides and iodates ions in salts and molecular iodine in seaweed, an iodine starch reaction 
has been carried out. The presence of iodide ions in iodized water has been determined by reaction with silver nitrate and chlorine water, the iodine 
released has been extracted with chloroform. Quantitative determination of iodine in salt has been carried out by the titrimetric method, in water – 
by colorimetric method, in seaweed – by gravimetric method with subsequent titration. The study has found that iodized salt contains iodine in the 
form of potassium iodate, in an amount of 18.65 μg / g of elemental iodine, kelp contains molecular iodine in the amount of 8.12 μg / g of elemental 
iodine, and iodized water contains potassium iodide in the amount of 0.327 μg / ml of elemental iodine. The study has proved that over time, the 
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amount of iodine in the salt iodized with potassium iodate decreases after a month by 5.6 times. In order to comply with the daily rate of iodine 
intake, it is necessary to include in your diet about 9.7 g of iodized salt, which exceeds the daily norm of its consumption in 5 g. In this regard, it 
is recommended to use iodized salt (not more than 5 g) or iodized water (0.7 L of water) or kelp (18.47 g) as a prevention of iodine defi ciency.
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Введение
Дефицит йода является крайне актуальной 

медицинской и социальной проблемой в боль-
шинстве стран, включая промышленно развитые 
и развивающиеся регионы мира [1]. Около 30% 
населения всего мира страдает от заболеваний, 
связанных с йододефицитом [2]. Нарушения, вы-
званные йододефицитом, объединены термином 
«йододефицитные заболевания». Согласно ВОЗ 
– это патологические состояния, обусловленные 
дефицитом йода, которые могут быть предот-
вращены посредством обеспечения населения 
необходимым количеством йода. Ни в одном из 
регионов России доля семей, которые регулярно 
потребляют йодированную соль, не достигает 
целевого показателя в 90%, а находится на от-
метке не выше 30% [3]. Практически на всей 
территории России у детского и подросткового 
населения обнаружена зобная эндемия: ребё-
нок школьного возраста в среднем потребляет 
менее 100 мкг/л йода в день [4], в то время как 
рекомендуемый уровень суточного потребления 
йода составляет 90 мкг – для детей до 5 лет; 
120 мкг – для детей с 5 до 12 лет; 150 мкг – для 
детей с 12 лет и взрослых; 250 мкг – для бере-
менных и кормящих женщин [5].

Недостаточное поступление йода с пищей 
может служить причиной 65% случаев заболе-
ваний щитовидной железы у взрослых и 95% 
у детей [6]. При этом нарушение выработки 
гормонов щитовидной железы негативно вли-
яет на мышцы, сердце, печень, почки и мозг, 
что приводит к патологиям различной степени 
тяжести (зоб и его осложнения, нарушения ум-
ственного и физического развития, гипотиреоз, 
злокачественные образования щитовидной 
железы и другие) [7]. В популяциях, постоянно 
испытывающих даже легкий йодный дефицит, 
уровень IQ снижается на 10–13 пунктов [3]. 
Субклинический дефицит часто носит энде-
мический характер и характерен для опреде-
ленных районов, где йод является низким или 
недоступен в геохимической среде [8].

В связи с этим необходима профилактика 
йододефицита посредством добавления в пище-

вой рацион определённых продуктов питания, 
содержащих достаточное количество микроэле-
мента. Таковыми, например, являются йодиро-
ванная соль, вода с содержанием йода и морские 
водоросли. Ряд исследователей предлагают вво-
дить йодированные добавки в кисломолочные [9, 
10] и мясные продукты [11].

Аналитическое определение йода до сегод-
няшнего дня, несмотря на наличие многих ме-
тодов, остается весьма сложным и трудоемким. 
Это связано с летучестью йода, возможностью 
вступать в окислительно-восстановительные 
реакции с компонентами анализируемого ве-
щества, поливалентностью и, в ряде случа ев, 
с малой концентрацией. В современной литера-
туре указываются следующие методы опреде-
ления йода.

Титриметрические методы рекомендо-
ваны для определения йода в питьевой воде, 
хлебобулочных изделиях, поваренной соли. Они 
просты, доступны, не требуют применения спе-
циальной аппаратуры, позволяют определять йод 
в молекулярной форме, форме йодидов, йодатов. 
Недостатками являются многостадийность, вве-
дение ряда окислителей и восстановителей для 
перевода различных степеней окисления йода 
в элементный йод. Метод обладает невысокой 
чувствительностью (10-3–10-4 моль/л) и высо-
ким пределом обнаружения (в поваренной соли 
54 мг/кг) [12].

Оптические методы более специфичны, 
используются для определения йода в био-
логических жидкостях, пищевых продуктах 
растительного и животного происхождения, 
в кормах и растениях, например, в картофеле, 
моркови, яблоках, молоке, морских продуктах, 
чае, сладостях и др. Они характеризуются до-
вольно высокой чувствительностью и низким 
пределом обнаружения. Предел обнаружения 
йода в среднем составляет в фотометрических 
методах – 10-1 мг/л, экстракционно-фотомет-
рических или флуориметрических – 10-2 мг/л, 
спектро-фотометрических – 10-2 мг/л [13].

Фотометрические методы (чувствительность 
в среднем 10-5–10-6 М с погрешностью 2–5%) 
можно разделить на две группы. Первая – методы, 
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основанные на образовании йодидом окрашен-
ных комплексных соединений или ассоциатов. 
Разработанная методика определения йода с об-
разованием йодкрахмального комплекса имеет 
предел обнаружения 10-2 мг/л и ошибку 3–10%. 
В первую группу также входят методы, ис-
пользующие окислительно-восстановительные 
реакции с образованием йода, йодата, перйодата 
с их последующим определением. Например, 
при исследовании минеральных вод разного 
состава использовалась реакция с участием 
пар Sb(V)/Sb(III) – I2/2I-. Предел обнаружения 
(ПрО) 5∙10-5 мг/л, относительная погрешность 
не превышает 20% [13]. Методы первой группы 
удобны в исполнении, просты и с достаточной 
достоверностью выполнимы при относительно 
высоком содержании солей йода в пробе [11]. 
Вторая группа методов – это кинетические 
методы, которые обладают большей чувстви-
тельностью. Общепринятым ВОЗ методом яв-
ляется кинетический церий-арсенитный метод, 
основанный на измерении скорости реакции 
между церием (IV) и мышьяком (III) в кислом 
растворе. ПрО метода составляет 10-2 – 1 мкг 
йодида, стандартное отклонение (Sr) 2,15–7,21%, 
правильность метода 90±7%. Но метод имеет не-
достатки: токсичность используемых реагентов, 
необходимость высокой чистоты используемых 
реактивов и растворов, проведение реакций в 
строго контролируемых условиях (времени, 
температуры, рН) [14].

Наиболее часто используют спектрофо-
тометрический метод определения йода в 
неводных растворителях: ацетонитриле, ди-
метилформамиде и диметилсульфоксиде (чув-
ствительность 10–5–10–6 моль/л с погрешностью 
2–5%). Недостатки метода: строгое соблюдение 
оптимальных условий, сложная и длительная 
пробоподготовка, при которой возможны по-
тери йода из-за неоднократного выпаривания 
пробы, использование дорогого оборудования 
и редких реактивов [15]. В последние годы был 
предложен колориметрический датчик для 
чувствительного и точного определения форм 
йода с использованием полиметакрилатной 
матрицы, который может использоваться с об-
разцами без предварительной обработки и под-
ходит для установки в портативном приборе для 
анализа. Этот метод обеспечивает определение 
0,05–80,0 мкг·г−1 йода с ПрО 0,02 мкг·г−1. 
Результаты испытаний показывают, что эта 
полиметакрилатная матрица может быть ис-
пользована для определения содержания йода 
в растворах, пищевой соли и йодированной 
минеральной воде [16].

Хроматографические методы. Метод 
газожидкостной хроматографии чувствителен, 
используется для объектов с малым содержанием 
йода, ПрО 10-3 мг/л.

При использовании ВЭЖХ необходима 
предварительная тщательная подготовка проб, 
удаление из них жиров, белков, минеральных 
примесей и т.п. ВЭЖХ была применена для опре-
деления йодидов в жидком молоке и молочном 
порошке. Детектирование проводится с примене-
нием электрохимического либо ультрафиолето-
вого детектора. Проводилось определение йода в 
минерализованной воде методом изократической 
ионной хроматографии с кондуктометриче-
ским детектированием. ПрО иодида составил 
7∙10-2мг/л, воспроизводимость ≤5% [17]. Опре-
деление йодид-иона в морской капусте прово-
дили методом микроэмульсионной электро-
кинетической хроматографии. ПрО 110 мкг/кг 
высушенного образца [16].

Электрохимические методы. Вольтампе-
рометрический метод основан на переводе всех 
форм йода в электрохимическую активную фор-
му йодида с последующим определением йодид-
ионов с помощью инверсионной вольтамперо-
метрии. Метод чувствителен (10-9–10-10моль/л), 
ПрО низкий  – 10-5–10-6 мг/л. Методом катодной 
инверсионной вольтамперометрии проводилось 
определение йода в поливитаминных препа-
ратах [18].

Метод потенциометрического титрования 
основан на определении потенциала инди-
каторного серебряного электрода, в процессе 
титрования йодид-ионов серебром. Применяют 
ионоселективные электроды, в том числе йо-
дидселективные, мембраны этих электродов со-
стоят из малорастворимой соли йодида серебра в 
смеси с сульфидом серебра. Метод используется 
при оценке качества природных и пищевых вод 
[19]. Редокс-потенциометрия характеризуется 
высоким ПрО (10 мг/л), но недостаточной из-
бирательностью. 

Можно отметить еще ряд высокоэффетивных 
инструментальных методов определения йода: 

• метод изотопного разбавления – метод 
основан на введении изотопного элемента, после 
чего вводят индикатор известной концентрации, 
что позволяет определить содержание элемента в 
исходном продукте. ПрО – 1 мкг/л; Sr – 14% [20];

• метод нейтронно-активационного анализа 
– метод качественного и количественного опре-
деления элементов, основанный на измерении 
характеристик излучения радионуклидов, образу-
ющихся при облучении материалов нейтронами. 
Абсолютный ПрО 5 нг йода в пробе, Sr – 5% [12];
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• метод масс-спектрометрии с индуктив-
но-связанной плазмой – разновидность масс-
спектрометрии, основан на использовании 
индуктивно-связанной плазмы в качестве ис-
точника ионов и масс-спектрометра для их раз-
деления и детектирования. Метод использовался 
для определения йода в морепродуктах. ПрО – 15 
мкг/кг, Sr – 3,2–12% при концентрации сухого 
продукта 4,7–0,17 мг/кг [21].

Многие из современных методов, облада-
ющих высокой чувствительностью и достовер-
ностью (нейтронно-активационного анализа, 
масс-спектрометрии с индуктивно-связанной 
плазмой, изотопного разбавления, высокоэффек-
тивная жидкостная хроматография), в настоящий 
момент малодоступны для использования в мас-
совой аналитической практике. В связи с этим 
чаще используются более доступные и простые, 
хотя и менее чувствительные методы (титриме-
трические, фотометрические и др.). Титриметри-
ческий метод рекомендован Минздравом РФ для 
оценки степени йодирования пищевой поварен-
ной соли йодатом калия, международной ассо-

циацией химиков-аналитиков он рекомендован 
в качестве официального стандартного метода 
для определения йода в пищевых продуктах, при 
оценке уровня йодирования соли, анализе йода 
в лекарственных средствах.

Указанный обширный набор методов ко-
личественного анализа йода свидетельствует о 
поиске учеными эффективных, высокоточных и 
доступных методов, позволяющих определять 
йод в различных пищевых продуктах, воде и 
биологических объектах с целью решения остро 
стоящей йододефицитной проблемы населения. 
Для профилактики йододефицита необходимо 
контролировать количество йода, вводимое в 
ежедневный рацион с пищей.

Цель исследования: определить содержа-
ние йода, йодидов и йодатов в йодированной 
соли, питьевой и минеральной воде и морских 
водорослях и оценить устойчивость йода в соли.

Материалы и методы
 Для исследования была отобрана пищевая 

продукция, указанная в табл. 1.
Таблица 1 / Table 1 

Исследуемая пищевая продукция 
Investigated food products

Вид продукции
Product type

Название
Title

Производитель
Manufacturer

Антислеживающий агент 
Е536, массовая доля, %
Anti-tracking agent E536

mass fraction, %

Йодированная 
соль 
(в составе KIO3)
Iodized salt
(as part of KIO3)

«Экстра»
«Extra»

ООО «ТДС», РФ
ООО «TDS», Russia

0.001

«Щепотка»
«Pinch»

ООО «ТДС», РФ
ООО «TDS», Russia 0.001

«4Life» ООО «КОПЭКЕР АГРО», РФ
ООО KOPACKER AGRO, Russia –

«Зимушка»
«Zimushka»

«Akzo Nobel Functional Chemicals B.V.», 
Нидерланды / Netherlands 0.002

«SeaSalt» ООО «Руссоль», РФ
ООО «Russol», Russia 0.001

«Setra» «Salinen Prosold. o.o.», Словения / Slovenia –

Йодированная 
вода 
(в составе I-)
Iodized water
(as part of I-)

«Архыз»
«Arkhyz»

ЗАО «Висма», РФ
CJSC «Visma», Russia –

«Jodika» «SMW» Gmbh, Австрия / Austria –

Морские 
водоросли
(состав 
не указан)
Seaweed
(composition 
not specifi ed)

«ВкусВилл»
«Vkusville»

ООО Рыбопромышленная группа «БИНОМ», РФ
ООО Fishing group «BINOM», Russia –

«Беломорская 
жемчужина»
«Belomorskaya 
pearl»

ООО «Архангельский водорослевый 
комбинат», РФ
LLC «Arkhangelsk Algae Plant», Russia

–

«Green 
Laminaria»

OOO «Компас здоровья», РФ
OOO «Compass of health», Russia –
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Пробы соли каждого наименования отбира-
лись из 10 упаковок в потребительской таре по 
1 кг. Из отобранных упаковок отбирались пер-
вичные пробы, а затем смешивались для полу-
чения суммарной пробы. Суммарную пробу 
сокращали до лабораторной последовательным 
квартованием вручную (ГОСТ 33770-2016). Про-
бы морской капусты отбирались аналогично из 
10 упаковок потребительской тары (ГОСТ 31412-
2010). Отбор проб минеральной воды проводили 
согласно ГОСТ 23268.0-91. Определение содер-
жания йода проводили из усредненной пробы, 
которую готовили, используя воду из 6 бутылок.

Для проведения анализа использовались ме-
тоды качественного и количественного определе-
ния. Для качественного определения содержания 
KI в солях использовали реакцию с нитритом 
натрия и серной кислотой, а выделившийся мо-
лекулярный йод определяли йодкрахмальной 
реакцией. Для качественного определения со-
держания KIО3 в солях использовали реакцию 
с иодидом, а выделившийся молекулярный йод 
определяли йодкрахмальной реакцией [22].

Для качественного определения содержания 
KI в питьевой воде «Архыз» и «Jodika» были ис-
пользованы фармакопейные методики [23].

Для качественного определения содержания 
йода в морских водорослях был использован 
метод, основанный на взаимодействии йода с 
крахмалом [24].

Определение массовой доли йода в соли, 
обработанной йодноватокислым калием, прово-
дилось титриметрическим методом (ГОСТ PФ 
51575-2000). Определение массовой доли йода в 
воде проводилось колориметрическим методом 
(ГОСТ РФ 23268.16-78). Определение массовой 
доли йода в морской капусте проводилось гра-
виметрическим методом с последующим титро-
ванием фильтрованного раствора [24].

Статистическую обработку данных прово-
дили с помощью пакетов прикладных программ 
Microsoft Excel 2019 и Statistica 7.

Результаты и их обсуждение 
Качественный анализ показал, что йод в 

йодированной соли находится в форме KIO3, 
что соответствует данным, заявленным произ-
водителями в разделе «Состав», иодид-ионов в 
солях обнаружено не было.

Данные по количественному содержанию 
йода в йодированной соли представлены в 
табл. 2.

                                                                                                                                         Таблица 2 / Table 2 
Содержание йодата калия в йодированных солях, мкг/г

The content of potassium iodate in iodized salts, mcg/g

Йодированная соль
Iodized salt

KIO3, мас., %
KIO3,mass., %

Содержание йода, заявленное 
производителем, мкг/г

The iodine content declared 
by the manufacturer, mcg/g04.05.2020 04.06.2020

«4Life» 
(образец 1/ sample 1) 27,93 ± 0,25 3,10 ± 0,55* 11.25 – 40.00

«Экстра» / «Extra»
(образец 2/ sample 2) 17,29 ± 0,30 2,10 ± 0,50* 11.25 – 40.00

«Щепотка» / «Pinch»
(образец 3 / sample 3) 10,73 ± 0,20 1,10 ± 0,30* 25 – 55

«Зимушка» / «Zimushka»
(образец 4 / sample 4) 49,10 ± 0,55 12,70 ± 0,60* 30.00 – 60.00

«Sea Salt»
(образец 5 / sample 5) 35,20 ± 0,40 4,20 ± 0,50* 11.25 – 40.00

«Setra» 
(образец 6 / sample 6) 62,60± 0,15 10,40 ± 0,15* 42.10 – 92.70

Примечание. * – p < 0,05 по отношению к первоначальным значениям.
Note. * – p < 0.05 relative to the original values. 

Все исследуемые образцы соответствуют 
приведенной рекомендуемой норме, кроме 
образца 3, что может быть обусловлено не-
правильными условиями хранения в магазине 

розничной торговли, на складе, при транспор-
тировке или ошибками в производстве.

Через месяц в соли образца 4 произошла 
наименьшая потеря йода – концентрация снизи-
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лась в 3,9 раза. Возможно, это произошло из-за 
изначально высокого содержания KIO3, а также 
из-за того, что стабилизатор и антислёживаю-
щий агент Е536 в составе продукта находился 
в более высокой концентрации. В образцах 2 
и 5 содержание йода уменьшилось в 8,3 раза. 
Одинаковое изменение концентрации может 
быть вызвано тем, что добавка Е536 входит в 
их состав в одинаковом количестве. В солях 
образцов 1 и 3 – содержание йода уменьшилось 
в 9,1 и 9,7 раза соответственно.

Таким образом, йодированная соль обога-
щается йодом искусственным путём в виде соли 
KIO3 и содержит в среднем 18.65 мкг/г йода, что в 
пересчёте на йодат калия составляет 15.47 мкг/г. 
Для соблюдения ежедневной нормы потребления 

йода, необходимо включать в свой рацион 9.7 г 
йодированной соли. Однако суточная норма по-
требления соли составляет не более 5 г, поэтому 
восполнить суточную потребность йода только 
за счет йодированной соли невозможно, целе-
сообразно вводить в рацион другие продукты, 
содержащие йод.

При качественном исследовании питьевой 
и минеральной воды было. установлено, что йод 
содержится в форме KI, как и заявлено произ-
водителем.

При количественном определении также 
было установлено соответствие полученных 
значений показателям содержания йодид-ионов, 
заявленным производителем в разделе «Основ-
ной состав» (табл. 3).

Таблица 3 / Table 3
Содержание йодид-ионов в йодированной воде, мкг/г

The content of iodide ions in iodized water, mg/l

Йодированная вода
Iodized water I− Содержание йода, заявленное производителем

Iodine content, declared by the manufacturer

Питьевая вода «Архыз»
Drinking water «Arkhyz» 0.0585 ± 0.002* 0.01 – 0.06 

Минеральная вода «Jodika»
Mineral water «Jodika» 0.9225 ± 0.002* 0.75 – 1.05

Примечание. * – p < 0,05 по отношению к средним показателям йодированной соли.
Note. * – p < 0.05 in relation to the average values of iodized salt.

Содержание йода в питьевой и минеральной 
воде не одинаково. В минеральной воде «Jodika» 
количество йода в 15.8 раза больше, чем в питье-
вой воде «Архыз». Среднее содержание йода в 
йодированной воде 0.327 мкг/мл, что в пересчёте 
на йодид калия составляет 0.21 мкг/мл, поэтому 
для соблюдения ежедневной нормы потребления 
йода, необходимо выпивать примерно 0.7 л воды 
с содержанием данного микроэлемента.

В настоящее время рекомендуют вос-
полнять дефицит йода в организме за счет 
употребления продуктов, обогащенных орга-
ническим йодом, который уменьшает опасность 
передозировки, гарантирует нормированное 
потребление нутриента, способствует хорошему 

усвоению, что приводит к оптимизации йодного 
метаболизма в организме человека. Морские 
водоросли представляют собой ценный био-
логический ресурс, активно используемый в 
пищевой промышленности для непосредствен-
ного употребления в пищу и получения спе-
цифических пищевых добавок. Основная часть 
йода (до 90%) концентрируется в ламинарии 
в виде органических соединений с белками и 
аминокислотами [25].

При качественном исследовании морских 
водорослей было установлено, что они содержат 
йод в виде I2.

Результаты количественного анализа мор-
ских водорослей представлены в табл. 4.

Таблица 4 / Table 4 
Массовая доля йода в морской капусте, мкг/100г

Mass fraction of iodine in seaweed, mcg/100g

Морские водоросли / Seaweed I-

«ВкусВилл» (образец 1) / «Vkusville» (sample 1) 972 ± 0,0982*

«GreenLaminaria» (образец 2) / «GreenLaminaria» (sample 2) 926 ± 0,1014*

 «Беломорская жемчужина» (образец 3) / «Belomorskaya pearl» (sample 3) 533 ± 0,0854*

Примечание: * – p < 0,05 по отношению к средним показателям йодированной соли.
Note: * – p < 0.05 in relation to the average values of iodized salt.
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Содержание йода в морских водорослях 
превосходит его количество в питьевой воде, 
но уступает количеству в йодированной соли, 
однако употреблять ламинарии можно без 
ограничения, в отличие от йодированной соли. 
Содержание йода в морских водорослях не оди-
наково (см. табл. 4). Наибольшее количество 
обнаружено в морских водорослях торговых 
марок образцов 1 и 2. В морских водорослях об-
разца 3 содержание йода в 1.8 раза меньше, чем 
в 1 и 2. Для пополнения запаса йода в организме 
достаточно употреблять примерно 15 г консервов 
образцов 1 и 2. В среднем содержание органиче-
ского йода в ламинарии составляет 8.12 мкг/г и 
для соблюдения ежедневной нормы потребления 
данного микроэлемента необходимо включать 
в свой рацион 18.47 г морских водорослей. Не-
которые исследователи рекомендуют не только 
употреблять ламинарии, но и вводить их в раз-
личные продукты [26, 27].

Основной метод профилактики йоддефицит-
ных заболеваний – введение в пищу продуктов, 
обогащенных йодом. В связи с этим целесообраз-
но употреблять йодированную соль (не более 
5 г в сутки), которая обладает наименее требова-
тельными условиями и относительно большим 
сроком хранения. Однако йодированная соль 
решает проблему лишь частично, так как при 
производстве равномерно распределить йодат 
калия в объеме соли практически не удается, 
количество йода в соли с течением времени 
уменьшается в среднем в 5.6 раза, кроме того, при 
некоторых заболеваниях соль противопоказана, 
поэтому для определенной категории населения 
такой источник йода является неприемлемым.

Выводы
Регулярный анализ содержания йода в 

пищевой продукции различными методами 
аналитической химии позволит контролировать 
количество микроэлемента в пищевом рационе 
и поможет в решении проблемы йододефицита. 
В качестве профилактики йододефицита целе-
сообразнее употреблять ламинарии или йоди-
рованную воду.
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Аннотация. Проведена сравнительная оценка сорбционной способности синтетических и природных сорбентов по отношению к фе-
нолу и его некоторым производным. Методом электроформования в оптимальных условиях получены нетканые материалы на основе 
полиамида-6 (ПА-6) из формовочного раствора полимера, растворённого в смеси муравьиной и уксусной кислот. Осуществлена подго-
товка глинистого минерала ситовым методом, при этом выделена обогащённая фракция глауконита (200–500 мкм). Исследована мор-
фология немодифицированных нановолокон, а также глауконита методом сканирующей электронной микроскопии. Предварительные 
эксперименты показали низкую эффективность сорбции фенола и его некоторых нитро- и хлорпроизводных используемыми в работе 
сорбентами. Для улучшения характеристик сорбции использован способ дериватизации исходных аналитов реакциями диазотирова-
ния и азосочетания. Спектрофотометрически определены концентрации магнезона I (нитрофенилазо-производное резорцина) с ис-
пользованием градуировочной зависимости в диапазоне молярных концентраций магнезона I от 3·10-6 до 2·10-5 моль/л. Исследована 
сорбционная способность глауконита Саратовской области (Белоозерское месторождение) и синтетических нановолокон на основе 
ПА-6 по отношению к магнезону I. Оценено влияние рН на эффективность извлечения магнезона I глауконитом и нановолокном на 
основе ПА-6, кроме того, рассчитаны степени извлечения магнезона I указанными сорбентами, которые находились в интервале 88–
100% при оптимальном рН (≈3–6). Проведенные эксперименты на модельном соединении – магнезоне I – позволили сделать вывод 
о потенциальной возможности применения глауконита Белоозерского месторождения Саратовской области и нановолокна на основе 
полиамида-6 для извлечения фенолов в виде их азопроизводных из различных вод.
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Abstract. A comparative evaluation of the sorption capacity of synthetic and natural sorbents with respect to phenol and some of its derivatives 
has been carried out. Electrospun nanofi bers based on polyamide-6 (PA-6) were obtained under optimal conditions from a spinning solution 
of a polymer dissolved in a mixture of formic and acetic acids. The preparation of the clay mineral by the sieve method has been carried out, 
while the enriched fraction of glauconite (200–500 microns) has been isolated. The morphology of unmodifi ed nanofi bers, as well as glau-
conite, has been studied by scanning electron microscopy. Preliminary experiments showed low effi  ciency of sorption of phenol and some 
of its nitro- and chlorine derivatives by the sorbents used in this work. To improve the sorption characteristics, the method of derivatization 
of initialanalytes by diazotization and azo coupling reactions has been used. The concentrations of magneson I (nitrophenylazo-derivative of 
resorcinol) have been determined spectrophotometrically using a calibration dependence in the range of magneson I molar concentrations 
from 3·10-6 to 2·10-5 mol/l. The sorption capacity of glauconite from the Saratov region (Beloozerskoye deposit) and synthetic nanofi bers 
based on PA-6 with respect to magneson I has been studied. The eff ect of pH on the sorption effi  ciency of magnezone I by glauconite and 
nanofi bers based on PA-6 has been evaluated, in addition, the extraction coeffi  cients of magnezone I by these sorbents have been calculated, 
which were in the range of 88–100% at optimal pH (≈3–6). The experiments performed on a model compound, magnesone I, led to the 
conclusion about the potential possibility of using glauconite from the Beloozerskoye deposit in the Saratov region and nanofi bers based on 
polyamide-6 for the extraction of phenols in the form of their azo derivatives from various waters.
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Введение
На сегодняшний день особенно остро стоит 

проблема определения различных экотоксикан-
тов в природных и сточных водах. Основными 
загрязнителями вод являются нефть и нефте-
продукты; токсичные синтетические вещества, 
такие как углеводородное топливо, термостой-
кие добавки к маслам – полихлорированные 
бифенилы (ПХБ),  канцерогенные красители, 
высокомолекулярный поливинилхлорид (ПВХ), 
хлорорганические пестициды (включая ДДТ и 
продукты диенового синтеза), тяжелые метал-
лы и другие органические [1] и неорганические 
токсиканты [2].

Среди вышеуказанных загрязнителей осо-
бенно выделяют фенол и его производные. В 
случае поступления в организм человека они мо-
гут вызывать серьезные нарушения, в частности, 
функций нервной системы [3]. Зачастую фенол 
является причиной онкологических и многих 
других заболеваний [4]. Источники поступления 
таких токсикантов в поверхностные воды – стоки 
предприятий нефтеперерабатывающей, сланце-
перерабатывающей, лесохимической, коксохи-
мической промышленности и др. [5].

Определение низких содержаний фенола и 
его производных в различных водах является 
актуальной задачей аналитической химии, что 
обусловлено его низкими предельно допустимы-
ми концентрациями (ПДК). Так, в водоемах са-
нитарно-бытового пользования ПДК составляет 
0,001 мг/дм3 [6]. Методы концентрирования по-
зволяют решить данные задачи, в частности, ме-
тоды твердофазной экстракции с использованием 
различных сорбентов, например, химически 

модифицированных кремнеземов, полимеров, 
пористых углеродов и других. Некоторые из них 
приведены в таблице.

Эффективность сорбентов разнообразна и 
зависит от многих факторов. В качестве наи-
более важных следует упомянуть химическую 
структуру сорбента и его пористость. На процесс 
сорбции также влияют рН, температура и т.д. [13].

Широкое применение среди сорбентов 
органических соединений нашли полимерные 
материалы на основе полиамида. Алифатические 
полиамиды обладают хорошими механическими 
свойствами, что обусловлено наличием межмо-
лекулярных водородных связей. Сорбенты на 
основе полиамида применяются для извлечения 
хлорфенолов, анионных красителей и других 
органических веществ [14].

Кроме того, перспективным природным сор-
бентом является глауконит – калийсодержащий 
водный алюмосиликат, глинистый минерал из 
группы гидрослюд подкласса слоистых сили-
катов непостоянного и сложного переменного 
состава с высоким содержанием двух- и трех-
валентного железа, калия, магния и еще более 
двадцати элементов [15]. Для глауконита харак-
терно широкое распространение, доступность, 
дешевизна, термическая стойкость, радиаци-
онная устойчивость, кроме того, он обладает 
молекулярно-сорбционными и ионообменными 
свойствами, которые в значительной степени 
зависят от pH раствора [16]. 

В настоящей работе для изучения сорб-
ционного концентрирования применяли при-
родные и синтетические сорбенты: глауконит 
Белоозерского месторождения Саратовской 
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области, химическая формула которого – 
(K,  H2O) · (Fe3+, Al,  Fe2+, Mg)2· [Si3AlO10](OH)2· nH2O, 
а также полимерные нановолокна (нетканые ма-
териалы, (НМ)) на основе полиамида-6 (ПА-6) 
(рис. 1), полученные методом электроформова-
ния. Последние широко используются в различ-
ных областях, таких как тканевая инженерия, 
энергетика, катализ, защитная одежда, электро-
ника, оптика и др., что в значительной степени 
связано с уникальными свойствами нановолокон, 
включая их малый диаме тр, большую удельную 
поверхность , легкость модификации и др. [18].

Предварительные эксперименты показали 
низкую эффективность сорбции указанными 
сорбентами фенола и его некоторых нитро- и 
хлорпроизводных. Поэтому для улучшения 

Данные по сорбции фенола и его производных природными и синтетическими сорбентами
Table. Data on the sorption of phenol and its derivatives by natural and synthetic sorbents

№
Сорбтив
Sorbtive

Сорбент
Sorbent

Условия сорбции
Sorption conditions

Характеристики сорбции
Sorption characteristics

Лит-ра /
A source

1
Фенол
Phenol

Мергель мелоподобный /
Chalk-like marl

Sудел = 30,807 м2/г (m2/g)

m = 0,5 г (g)
c(фенола) = 100 мг/л (mg/l)

t = 30 мин (min)
рН 5,45–7,55

СЕ = 1 мг/г (mg/g)
υуд = 0,0708 mmol/(l∙min)

R = 0,9823
[7]

2
Фенол
Phenol

Ш-Ст-ПЭИ
Sh-St-PEI

Sудел = 49,91 м2/г (m2/g)

m = 0,2–0,5 г (g)
c(фенола) = 0,8 мг/л (mg/l)

t = 20 мин (min)
рН~7

R = 0,984 [8]

3
Фенол
Phenol

Кора сосны
Pine bark

c(сорбента) = 5 г/дм3 (g/dm3)
t = 120 мин (min)

рН 6

СЕ = 142,9 мг/г (mg/g)
R = 0,998

[9]

4 2-НФ
2-NF

АУВ
ACF

Sудел = 1288 м2/г (m2/g)

m = 0,2–0,5 г (g)
c(фенола)= 0,02–0,8 мг/мл (mg/l)

t = 5 мин (min)
рН 7

R = 0,96 [10]

5 4-НФ
4-NF

Бентонит
Bentonite

c = 50 мг/л (mg/l)
t = 180 мин (min)

рН 6

CE = 284 мг/г (mg/g)
R = 98 %

[11]

6 3-НФ
3-NF

ПС-4
PS-4

m = 0,01 г (g)
t = 60 мин (min)

рН 3–5
R = 0,96 [12]

Список сокращений, применяемых в таблице: с – исходная концентрация аналита; R – степень извлечения; 
Sудел – удельная площадь поверхности; υуд – удельная скорость сорбции; ПС-4 –полимерный сорбент на основе 
N-винилпирролидона (ФМ) и этиленгликольдиметакрилата (СА); СЕ – сорбционная емкость; Ш-Ст-ПЭИ – шунгит с 
привитыми группами полистирола с аминированием полиэтиленимоном; 4-НФ – 4-нитрофенол; 3-НФ – 3-нитрофенол; 
2-НФ – 2-нитрофенол; АУВ – активированное углеродное волокно.

List of abbreviations used in Table: с – initial concentration of the analyte; R – degree of extraction; Sspec – specifi c 
surface area; υsp – specifi c sorption rate; PS-4 – polymeric sorbent based on N-vinylpyrrolidone (FM) and ethylene glycol 
dimethacrylate (CA); CE – sorption capacity; Sh-St-PEI – shungite with grafted polystyrene groups with amination of poly-
ethyleneimone; 4-NF, 4-nitrophenol; 3-NF, 3-nitrophenol; 2-NF, 2-nitrophenol; ACF – activatedcarbonfi ber.

Рис. 1. Структурная формула полиамида-6
Fig. 1. Structural formula of polyamide-6

характеристик сорбции предложен способ 
дериватизации исходных аналитов реакцией 
диазотирования и азосочетания, согласно схеме, 
представленной на рис. 2.

В настоящей работе для изучения сорбци-
онных свойств синтетических нановолокон и 
природного глауконита в качестве модельного 
нитрофенилазо-производного резорцина выбран 
азокраситель магнез он I.
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Рис. 2. Схема дериватизации и сорбции фенолов на примере системы фенол – 4-нитро-
анилин – нитрит – твердофазный сорбент

Fig. 2. Scheme of derivatization and sorption of phenols on the example of the system 
phenol – 4-nitroaniline – nitrite – solid-phase sorbent

Целью настоящей работы явилась сравни-
тельная характеристика сорбционных свойств 
по отношению к магнезону I нановолокна на 
основе полиамида-6 и глауконита Белоозерского 
месторождения Саратовской области.

Материалы и методы
Для получения НМ применяли метод бес-

капиллярного электроформования, используя 
прибор Elmarco «Nanospider NS Lab200» (Ч ехия). 
Микрофотографии поверхности НМ, а также 
глауконита получены с помощью автоэмиссион-
ного сканирующего электронного микроскопа 
MIRA 2 LMU, производства фирмы Tescan, 
оснащенного системой энергодисперсионного 
микроанализа INCA Energy 350 (Чехия).

Для получения нетканых материалов на 
основе ПА-6готовый формовочный раствор 
полимера, полученный путем растворения на-
вески массой 15 г в 85 мл смеси муравьиной и 
уксусной кислот в соотношении 1:2 соответ-
ственно, помещали в гальваническую ванну 
с погружённым в неё электродом, на который 
была натянута вольфрамовая проволока. По-
сле подачи высокого напряжения электрод 
вращался, а формовочный раствор полимера 
ПА-6, касаясь вольфрамовой проволоки, рас-
щеплялся на тонкие струи (образуя конусы 
Тейлора), которые дрейфовали к заземленной 
подложке, таким образом получался нетканый 
материал. Параметры электроформования – рас-
стояние между электродами 16–18 см, скорость 
вращения электрода 10–16 об/мин, напряжение 
70–75 кВ, время электроформования 15–30 мин.

Подготовку глинистого минерала осу-
ществляли ситовым методом, выделяли обо-
гащённую фракцию глауконита (200–500 мкм), 
полученную из глауконитового песка методом 
магнитной сепарации и содержащую глауко-
нита до 85%.

В работе применяли магнезон I ([4-(п -
нитрофенилазо)резорцин], C12H9O4N3ч.д.а., 
ТУ 6-09-166-74). Раствор магнезона I готовили 
растворением навески, массой 0,0648 г в 0,1 М 
растворе NaOH в колбе на 25 мл. Рабочие раство-
ры с концентрациями 1·10-5, 2·10-5, 3·10-6, 7·10-6, 
8·10-6, 9·10-6 М готовили путем разбавления дис-
тиллированной водой стандартного раствора с 
концентрацией 1·10-3 М.

Концентрацию магнезона I определяли 
спектрофотометрически на спектрофотометре 
Shimadzu UV-1800 (Япония). Для построения гра-
дуировочной зависимости готовили растворы с 
молярной концентрацией магнезона I в интервале 
от 3·10-6 до 2·10-5 моль/л. Градуировочный график 
характеризуется уравнением вида: y = 0,042x 
с коэффициентом корреляции 0,999 (рис. 3).

Для создания оптимального рН раствора 
магнезона I добавляли 4 мл соответствующего 
ацетатно-аммиачного буферного раствора в 
интервале от 3 до 10. Растворы тщательно пере-
мешивали.

Для изучения сорбции магнезона I в ста-
тическом режиме исследуемые образцы НМ и 
глауконита помещали в плоскодонные колбы 
вместимостью 25 мл, добавляли раствор изучае-
мого азокрасителя с постоянной концентрацией 
(с = 2∙10-5 М) и выдерживали при комнатной  тем-
пературе в течение двух часов при непрерывном 
перемешивании на горизонтальном шейкере.

Контроль pH осуществляли на pH-метре 
pX-150Mn (Беларусь), погрешность измерения 
± 0,01 pH.

Для количественного определения эффек-
тивности извлечения магнезона I из растворов с 
применением НМ на основе ПА-6 и глауконита 
в качестве сорбента рассчитывали степень из-
влечения (R, %).

  R ,

Л. М. Разуваева и др. Твердофазные сорбенты на основе синтетических нановолокон и глауконита 

Phenol Sorbent
ConcentrationAzo compound
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Рис. 3. Электронные спектры поглощения магнезона I (с = 1 – 3·10-6; 2 – 7· 10-6; 3 – 8·10-6; 4 – 9·10-6М; 
5 – 1·10-5; 6 – 2·10-5) (цвет online)

Fig. 3. Electronic absorption spectra of magneson I (с = 1 – 3·10-6; 2 – 7·10-6; 3 – 8·10-6; 4 – 9·10-6 М; 5 – 1·10-5; 
6 – 2·10-5) (color online)

где А0 – оптическая плотность раствора магне-
зона I до сорбции НМ, А – оптическая плотность 
раствора после сорбции.

Результаты и их обсуждение
Предварительно исследовали морфологию 

модифицированных нановолокон, а также не 
модифицированного глауконита методом ска-
нирующей электронной микроскопии (рис. 4). 
Как видно из рис. 4, а, нановолокна на основе 
ПА-6 имели в поперечном сечении – округлую 
форму; поверхности нановолокон однород-
ны и не имели видимых дефектов. Средние 
диаметры отдельных волокон исходного ма-
териала ПА-6 находились в пределах от 80 
до 120 нм.

Исследованные образцы глауконита име-
ли слоистую поверхность, состоящую из че-
шуек различной формы с толщиной от 10 до 
50 нм, расстояние между чешуйками составило 
10–200 нм (см. рис. 4, б). Полученные результа-
ты свидетельствуют о принадлежности глауко-
нита к микропористым образцам с относительно 
небольшой внешней поверхностью.

Одним из важных факторов, влияющих 
на сорбцию магнезона I, является кислотность 
среды. Во-первых, в зависимости от рН молеку-
ла азокрасителя может находиться в растворе в 
различных формах (рис. 5). Так, в кислой среде 
образуется протонированная форма магнезона I 
(форма А), при увеличении рН раствора (щелоч-
ная среда) форма А переходит в аци-форму Б. 

Рис. 4. Электронные микрофотографии: а – НМ на основе полиамида-6; 
б – глауконита

Fig. 4. Electron micrographs: a – NM based on polyamide-6; b – glauconite

2 1 

а/a б/b

c, мкмоль/л

y = 0,0423x –0,0089
R2 = 0,9994
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При образовании аци-формы атом водорода из 
фенольного гидроксила переходит к атому кис-
лорода в нитрогруппе. Во-вторых, рН влияет на 
состояние функциональных групп применяемого 
сорбента. Так, для глауконита при рН < 8,9 пре-
обладает адсорбция ионов Н+, в результате чего 
поверхность заряжается положительно, при этом 
глауконит способен проявлять катионообменные 
свойства, тогда как при рН > 8,9 он может быть 
анионообменником.

В настоящей работе изучено влияния рН 
сорбции магнезона I в статических условиях с 
использованием ПА-6 и глауконита с учетом его 
кинетики сорбции.

Из рис. 6 видно, что ПА-6 ((-NH-(CH2)5)-CO-)n)
и глауконит весьма эффективны в качестве сор-

бентов для извлечения магнезона I из водных 
сред в диапазоне рН от 3 до 7, что подтверж-
дается рассчитанными степенями извлечения 
азокрасителя, которые были достаточно близки 
и достигали от 88 до 100%. В случае применения 
ПА-6 максимальная сорбция в кислой среде 
связана с электростатическим взаимодействием 
анионных групп (NO2

-) (см. рис. 5, форма А) 
азокрасителя с положительно заряженными 
протонированными в кислой среде амидными 
группами, а также концевыми аминогруппами 
полимера с образованием ионных связей. Водо-
родные связи, а также межмолекулярные силы 
Ван-дер-Ваальса также могут вносить вклад в 
механизм сорбции азокрасителей волокном на 
основе ПА-6.

Рис. 5. Химическая структура магнезона I в кислой (А) и щелочной (Б) средах
Fig. 5. Chemical structure of magneson I in acidic (A) and alkaline (B) media 

Рис. 6. Зависимость степени извлечения магнезона I от рН раствора. с (магнезона I) = 
= 2·10-5 М, V = 25 мл, mнм = 0,015–0,020 г, mглауконита = 0,5 г (цвет online)

Fig. 6. The dependence of the degree of extraction of magneson I on the pH of the solution. 
с (magneson I) = 2·10-5 M, V = 25 ml, mnm = 0,015–0,020 g, mglauconite = 0.5 g (color online)

В случае применения глауконита макси-
мальная сорбция азокрасителя также наблюда-
лась в кислой среде, что связано с содержанием 
протонированных силанольных групп (≡Si-OH) 
в глауконите, который, в свою очередь, прояв-
ляет свойства слабого основания, что приводит 
к формированию слабощелочной среды водной 
вытяжки сорбента. Основной вклад в механизм 
сорбции магнезона I глауконитом, вероятно, вно-

сят образующиеся ионные связи в кислой среде 
между заряженными частицами азокрасителя и 
поверхностью минерала, как и в случае ПА-6. 
Кроме того, может иметь место также и физиче-
ский характер сорбции. В диапазоне рН раствора 
от 7 до 8 наблюдается небольшой спад степеней 
извлечения (R, %) магнезона I, а при рН больше 
8 единиц – значительное ухудшение сорбции 
для двух сорбентов, что связано с изменением 

рН

R, %

Л. М. Разуваева и др. Твердофазные сорбенты на основе синтетических нановолокон и глауконита 
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их поверхностного заряда на положительный 
и электростатическим отталкиванием молекул 
азокрасителя и групп изучаемых сорбентов.

Выводы
Таким образом, можно сделать вывод об 

эффективном применении различных по природе 
сорбентов для извлечения магнезона I из водных 
сред, который, в свою очередь, является модель-
ным соединением и продуктом дериватизации 
некоторых фенолов (в частности, резорцина), 
являющихся приоритетными загрязнителями вод. 
Исходя из этого, можно заключить о возможности 
применения ПА-6 и глауконита, которые являются 
доступными, нетоксичными, термостойкими, до-
статочно экономичными сорбентами, для твердо-
фазного концентрирования некоторых фенолов на 
уровне ПДК в виде их азопроизводных из объектов 
окружающей среды, в частности природных вод 
с целью дальнейшего их определения, например, 
методами спектрофотомерии или колориметрии. 
Также в дальнейшем возможность регенерации 
таких сорбентов позволит их многоразовое ис-
пользование и обеспечит экологичность их при-
менения в аналитической химии. Кроме того, в 
перспективе нетканые материалы на основе ПА-6 
можно использовать для создания тест-средств 
указанных экотоксикантов.
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Аннотация. Были синтезированы катализаторы метатезиса олефинов состава MoO3/Al2O3-F. Материалы охарактеризованы различ-
ными физико-химическими методами и испытаны в реакции метатезиса пропилена. Показано, что фторирование носителя приводит 
к частичному замещению поверхностных гидроксильных групп на F, что сопровождается увеличением силы как льюисовских кислот-
ных центров, так и остаточных мостиковых ОН-групп. Увеличение содержания фтора на γ-Al2O3 до 3 масc. % приводит к увеличению 
конверсии пропилена в реакции метатезиса в 1,5 раза (WHSV = 1,1 ч-1, Т = 100 °С, р = 9 атм.) при селективности более 95%. Однако при 
проведении реакции при атмосферном давлении фторированные образцы показывают активность меньшую, чем непромотирован-
ные. Результаты работы указывают на то, что кислотность носителя играет важную роль в метатезисе пропилена. Предлагаемый метод 
модификации катализатора открывает новые возможности для улучшения классических катализаторов метатезиса.
Ключевые слова: метатезис, олефины, производство этилена, производство пропилена, ИК-спектроскопия, РФЭС-спектроскопия, кис-
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Article
Eff ect of the MoO3/Al2O3 catalyst fl uorination on the propylene metathesis reaction
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Abstract. In the course of this work, fl uorinated catalysts MoO3/Al2O3-F for the olefi ns metathesis have been synthesized. The materials have 
been characterized by various physicochemical methods and tested in the propylene metathesis reaction. It has been shown that the support 
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fl uorination leads to partial replacement of surface hydroxyl groups by F, which is accompanied by an increase in the strength of both Lewis 
acid sites and residual bridging OH groups. Increasing the fl uorine content on γ-Al2O3 up to 3 wt. % leads to an increase in the conversion of 
propylene in the metathesis reaction by 1.5 times (WHSV = 1.1 h-1, Т = 100 °С, р = 9 atm.) with a selectivity of more than 95%. However, when 
the reaction is carried out at atmospheric pressure, fl uorinated samples show lower activity than unpromoted ones. The results of this work 
show that the support acidity plays an important role in propylene metathesis. The proposed method of catalyst modifi cation opens up new 
possibilities for improving classical metathesis catalysts.
Keywords: metathesis, olefi ns, ethylene production, propylene production, IR spectroscopy, XPS spectroscopy, catalyst acidity
Acknowledgements. The work was performed using equipment purchased at the expense of the Development Program of Lomonosov Moscow 
State University.
For citation: Nikiforov A. I., Chesnokov E. A., Nikiforov I. A., Popov A. G., Maslakov K. I. Eff ect of the MoO3/Al2O3 catalyst fl uorination on the 
propylene metathesis reaction. Izvestiya of Saratov University. Chemistry. Biology. Ecology, 2022, vol. 22, iss. 4, pp. 390–397 (in Russian). https://
doi.org/10.18500/1816-9775-2022-22-4-390-397, EDN: CLUVTS
This is an open access article distributed under the terms of Creative Commons Attribution 4.0 International License (CC-BY 4.0)

Введение
Метатезис олефинов – реакция, позволяю-

щая создавать новые С=С связи. В ходе данного 
процесса происходит обмен алкилиденовыми 
группами алкенов, что приводит к образованию 
новых непредельных соединений. Одним из про-
мышленных процессов, в основе которого лежит 
реакция метатезиса, является Olefi n Conversion 
Technology [1]. Суть данной технологии заклю-
чается во взаимодействии этилена и бутилена с 
получением пропилена. По причине обратимо-
сти реакции метатезиса возможно и обратное 
протекание процесса с получением этилена и 
бутиленов из пропилена [2]. 

Метатезис низших олефинов – каталитиче-
ский процесс. В качестве катализаторов обычно 
используются композиции на основе оксидов 
вольфрама, молибдена, рения, нанесенных на 
пористую подложку, в качестве которой чаще 
всего выступает оксид алюминия. Поскольку 
каталитические композиции на основе Re2O7 
быстро дезактивируются, а на основе WO3 
устойчивы к каталитическим ядам, но менее 
активны, чем MoO3, именно катализаторы со-
става MoO3/Al2O3 сейчас считаются наиболее 
перспективными для использования в про-
мышленных установках в качестве катализа-
торов метатезиса пропилена. Установлено, что 
в системе MoO3/Al2O3 происходит образование 
каталитических центров различной природы, 
на которых реакция метатезиса протекает с раз-
ной эффективностью. Более активные центры 
образуются на более кислых гидроксильных 
группах оксида алюминия [3]. Однако на дан-
ный момент отсутствует информация о влиянии 
общей кислотности носителя на образование 
активных в метатезисе каталитических центров 
различной природы. Мы предлагаем новый 
способ увеличения каталитической активности 

катализаторов метатезиса низших олефинов по-
средством увеличения силы кислотных центров 
носителя с помощью фторирования. 

Материалы и методы
Получение из бемита γ-модификации окси-

да алюминия подтверждали с помощью метода 
рентгеновской дифракции. Спектры регистри-
ровали на дифрактометре D2PHASER (Bruker) 
с излучением CuKα в диапазоне 2θ от 5 до 80° 
с шагом 0,05°, толщина слоя 1 мм, время скани-
рования – 3с.

Спектры РФЭС регистрировали на спектро-
метре Axis Ultra DLD (Kratos Analytical, UK). 
Использовали монохроматическое рентгенов-
ское излучение AlKα (1486.7 эВ). Энергия про-
пускания – 160 эВ (обзорный), 40 эВ (спектры 
высокого разрешения).

Продукты реакции метатезиса анализирова-
ли методами in situ масс-спектрометрии с исполь-
зованием масс-спектрометра RGA200 (Stanford 
Research Systems) и газовой хроматографии на 
приборе «Кристалл 5000», колонка Al2O3/KCl 
(50 м), система детектирования – ПИД. Селектив-
ности продуктов метатезиса рассчитывались по 
уравнению: 

,

где mi – масса i-го вещества в смеси продуктов,  
Mi – молекулярная масса i-го вещества.

ИК-спектры регистрировали на ИК-спек-
трометре с преобразованием Фурье Nicolet 
Protege 460 с разрешением 4 см-1. Удаление воды 
с образцов проводили на вакуумной установке, 
оснащённой датчиками абсолютного давления с 
рабочим вакуумом 5 ∙10-4 Па. При регистрации 
спектров температуру вакуумирования варьи-
ровали от комнатной до 250 °С.
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Для зондирования кислотных центров ис-
пользовали CO (Air Liquide, 99,99%). Обработку 
полученных ИК-спектров проводили с помощью 
пакета программ OMNIC ESP версии 7.3. 

Каталитические композиции готовили из 
бемита методом пропитки по влагоемкости по сле-
дующей методике: бемит прокаливали в печи при 
550 ºС в течение 5 ч для получения γ-Al2O3. Полу-
ченный оксид пропитывали раствором NH4HF2 
из расчета на 1, 2 или 3% масс. F при комнатной 
температуре в течение суток. Образец высушива-
ли в сушильном шкафу при 60 °С и прокаливали 
в печи при 550 °С в токе воздуха в течение пяти 
часов. Полученный фторированный оксид алю-
миния пропитывали раствором (NH4)6Mo7O24 по 
влагоемкости аналогично пропитке γ-Al2O3 из 
расчета на 9% масс. MoO3. Полученный образец 
высушивали в сушильном шкафу и прокаливали 
в печи при 550 °С в токе воздуха в течение 5 ч.

Каталитические эксперименты проводили 
по следующей методике: навеску фракции 0,5–

1,0 мм катализатора массой 3,0 г активировали в 
каталитическом реакторе в токе азота с объемной 
скоростью подачи 60 мл/мин при 500 °С в течение 
часа; реактор охлаждали до 100 °С и повышали 
давление в каталитической установке до 9 атм. 
Пропилен подавали на катализатор с объемной 
скоростью 30 мл/мин при 100 °С в течение
2 ч. После этого давление понижали до 1 атм. 
и продолжали пропускать пропилен с прежней 
объемной скоростью. 

Результаты и их обсуждение
Носитель γ-Al2O3 получали путем прока-

ливания бемита. Фазовую чистоту получаемого 
оксида подтверждали с помощью метода рент-
геновской дифракции. На приведенной диф-
рактограмме (рис. 1) не наблюдается рефлек-
сов, соответствующих исходному бемиту или 
δ-форме оксида алюминия, которая образуется 
при более высокотемпературном прокаливании 
γ-Al2O3 [4].

Рис. 1. Дифрактограмма прокаленного бемита
Fig. 1. XRD pattern of calcined boehmite

Для исследования влияния фторирования 
на кислотность оксида алюминия методом про-
питки по влагоемкости была синтезирована 
серия образцов 0Mo/xF-Al2O3 (x = 1–3 масс. % F, 
0 масс. % MoO3).

ИК-спектры вакуумированных при 400 °С 
образцов представлены на рис. 2. На основании 
данных спектроскопии для ОН-области можно 
сделать вывод о том, что исходный образец 

Al2O3 содержит ОН-группы всех семи типов, 
традиционно обнаруживаемых на поверхности 
γ-Al2O3 [5] (табл. 1). Однако фторирование но-
сителя приводит к исчезновению с поверхности 
оксида алюминия терминальных гидроксиль-
ных групп, т. е. наиболее основных, что под-
тверждается ранними работами [6]. Мостиковые 
группы при низком содержании фтора остаются 
на образце из-за трудности их обмена на F 

2θ, град. / 2θ, deg.
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Рис. 2. ИК-спектры фторированных образцов оксида алюминия после вакуумирования 
при 400 °С (цвет online)

Fig. 2. IR spectra of fl uorinated alumina samples after evacuation at 400 °C (color online)
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и малой вероятности такого процесса. Однако 
на фторированных образцах они смещаются в 
более низкочастотную область. Это связано с 
увеличением их кислотности, что подтверж-
дается данными ИК-спектроскопии адсорби-
рованного СО.

На основании ИК-спектров адсорбированно-
го СО можно сделать вывод о том, что сила как 
ОН-групп, так и ЛКЦ (льюисовских кислотных 
центров) на поверхности Al2O3 увеличивается 
при фторировании (рис. 3). В ИК-спектре адсор-
бированного СО на исходном оксиде алюминия 
присутствуют полосы, соответствующие СО на 
ЛКЦ на частоте ~ 2183 см–1 и ОН-группах на 
частоте ~2157 см–1, что согласуется с литера-
турными данными [7]. Полоса в области 2180–
2220 см-1 довольно широкая и, скорее всего, со-
стоит из нескольких компонент, соответствую-
щих центрам разной силы. При модифицирова-
нии фтором полосы, отвечающие адсорбции на 
ЛКЦ, смещаются на ~6 см-1 в высокочастотную 

область. В литературе отсутствует четкое раз-
деление полос, отвечающих адсорбции СО на 
различных ОН-группах. Однако соответствую-
щая им полоса при фторировании образца также 
смещается в область более высоких частот, 
что свидетельствует об увеличении кислотной 
силы остаточных ОН-групп [8]. Таким образом, 
фторирование γ-Al2O3 приводит к увеличению 
силы как ЛКЦ, так и ОН-групп.

Связь между кислотными свойствами но-
сителя и каталитическими свойствами катали-
заторов 9Mo/xF-Al2O3 в метатезисе пропилена 
была установлена с помощью каталитических 
экспериментов в проточном реакторе с непод-
вижным слоем. Протеканию каталитической 
реакции предшествует стадия предактивации 
катализатора, в ходе которой каталитическая 
композиция продувается азотом при 500 °С. 
Процессы, происходящие с катализатором на 
текущей стадии, до конца не ясны. Однако 
в литературе имеется ряд предположений о 

Таблица 1 / Table 1
Типы OH групп на поверхности немодифицированного γ -Al2O3

Types of OH groups on the surface of unmodifi ed γ-Al2O3

Тип OH-группы* /
Type of OH groups* V–IV VI–IV VI–V VI–VI VI V IV

ν(ОН), см-1 / cm-1 3665–3675 3685–3690 3700–3710 3730–3740 3745–3758 3765–3776 3785–3792

Примечание. *Координационное число Al, связанного с OH-группой.
Note. *Coordination number of Al bound to OH group.

А. И. Никифоров и др. Влияние фторирования катализатора MoO3 / Al2O3 на протекание 
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Рис. 3. ИК-спектры адсорбированного СО на образцах 0Mo/xF-Al2O3 (цвет online)
Fig. 3. IR spectra of adsorbed CO on 0Mo/xF-Al2O3 samples (color online)

сути предактивации. Во-первых, поверхность 
катализатора обезвоживается и очищается от 
сорбированных на ней примесей. Во-вторых, 
происходит частичное восстановление молиб-
дена из степени окисления +6 до +5 или +4, ведь 
предполагается, что именно молибден в данных 
степенях окисления проще образует каталити-
чески активные металл-карбеновые центры [9, 
10]. Восстановление оксида молибдена в токе 
азота или водорода при 500 °С было исследовано 
нами при помощи метода РФЭС. 

Обзорные РФЭС-спектры исследованных 
образцов приведены на рис. 4. Спектры высо-
кого разрешения линий элементов показаны на 
рис. 5–6. Обработка образцов в азоте и водо-
роде приводит к резкому уменьшению содер-
жания углерода на поверхности в результате 
десорбции углеродсодержащих загрязнений. 
Al2p РФЭС-спектры (см. рис. 5, а) практически 
идентичны для всех образцов и были использо-
ваны для энергетической калибровки спектров 
для устранения влияния зарядки образца при 
съемке. Mo3d РФЭС-спектр исходного об-
разца (см. рис. 6) наблюдается в виде дублета 
с энергией связи компоненты Mo3d5/2 равной 
232.9 эВ, что характерно для молибдена в 
степени окисления +6 [11]. После обработки 
в потоке азота Mo3d-спектр практически не 
изменяется. Наблюдается лишь небольшое 
увеличение энергии связи компоненты Mo3d5/2 
до 233.1 эВ, что может быть связано, как с 
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Рис. 4. Обзорные РФЭС-спектры образцов
Fig. 4. XPS spectra of the samples

изменением локального окружения атомов 
молибдена при сохранении степени окисле-
ния +6, так и с изменением в матрице оксида 
алюминия, энергия связи линии которого 
использовалась для калибровки и предпола-
галась неизменной. 
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Рис. 6. Mo3d РФЭС-спектры образцов (цвет online)
Fig. 6. Mo3d XPS spectra of the samples (color online)

Рис. 5. Спектры образцов: а – Al2p РФЭС; б – C1s РФЭС
Fig. 5. Spectra of the samples: a – Al2p XPS; b – C1s XPS
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После обработки образцов в потоке водо-
рода происходит существенное восстановле-
ние молибдена. Mo3d-спектр обработанного 
в водороде образца был разложен на компо-
ненты, отвечающие различным окисленным 

состояниям молибдена. Результаты разложения 
показаны на рис. 6 и приведены в табл. 2, 3. 
Для разложения спектра была использована 
наиболее простая модель, предполагающая 
для каждого окисленного состояния симме-

А. И. Никифоров и др. Влияние фторирования катализатора MoO3 / Al2O3 на протекание 
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тричную форму компонент дублета и близкую 
полуширину. Несмотря на то что в литературе 
[11] приводят и более комплексные модели, 
использовать их в данном случае затрудни-
тельно из-за сложной формы линий и сильного 
перекрытия компонент в экспериментальном 
спектре. Таким образом, в исходном образце 
и образце, обработанном в азоте, компоненты, 
соответствующие восстановленным формам 
молибдена, не выявлены.

Таблица 2 / Table 2 
Доля атомов молибдена в различных степенях 

окисления на поверхности исследованных образцов 
по данным РФЭС

Fraction of molybdenum atoms in various oxidation 
states on the surface of the studied samples 

according to XPS data

Образец / Sample
ν (Mo), %

Mo4+ Mo5+ Mo6+

9Mo/Al2O3-0F 0 0 100

9Mo/ Al2O3-0F (H2) 20 27 53

9Mo/ Al2O3-0F(N2) 0 0 100

Таблица 3 / Table 3
Энергии связи компонент РФЭС-спектров 

исследованных образцов, эВ
Binding energies of the XPS components 

of the studied samples spectra, eV

Образец / Sample
Mo3d5/2 Al2p

Mo4+ Mo5+ Mo6+ Al3+

9Mo/ Al2O3-0F – – 232.9 74.6

9Mo/ Al2O3-0F (H2) 229.9 231.8 232.8 74.6

9Mo/ Al2O3-0F(N2) – – 233.1 74.6

Результаты каталитических экспериментов 
представлены на рис. 7.  Селективность по олефи-
нам С2 и С4 для всех экспериментов составляет 
более 95%. 

При проведении реакции под давлением с 
увеличением степени фторирования носителя 
от 0 до 3 масс. % конверсия пропилена в этилен 
и бутилены увеличивается более чем на 50%. На 
начальном этапе наблюдается стадия актива-
ции, сопровождаемая ростом конверсии. Более 
того, поскольку с увеличением содержания 
фтора разница конверсий через 1 и 2 ч умень-
шается, можно предположить, что на фториро-
ванном катализаторе облегчается образование 
Мо-карбеновых активных центров. Кроме 

того происходит приближение к показателям 
термодинамической конверсии данной реакции. 

Существование противоположных законо-
мерностей в активности катализатора при по-
вышенном и атмосферном давлении пропилена 
может свидетельствовать о том, что на поверх-
ности катализатора в ходе реакции формиру-
ются активные центры различной природы и в 
разном количестве. Вероятно, на фторированных 
9Mo/xF-Al2O3 происходит образование более 
сильных активных центров [12], но их количе-
ство меньше по сравнению с активными цен-
трами на исходном катализаторе. Однако данное 
предположение требует дальнейшей проверки.

Таким образом, кислотность подложки 
является важным свойством нанесенного ката-
лизатора MoO3/Al2O3 для реакции метатезиса 
пропилена. Лучшее понимание элементарных 
стадий механизма образования Мо-карбеновых 
центров даст ключ к дальнейшей разработке но-
вых катализаторов метатезиса низших олефинов.
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Аннотация. Каталитический риформинг является наиболее используемым методом облагораживания прямогонных бензинов. Тен-
денции модернизации каталитических систем для промышленной реализации процесса риформинга ориентированы на создание ка-
тализаторов с конкретным набором заданных свойств, которые дадут возможность получать жидкий товарный продукт с необходимы-
ми эксплуатационными и экологическими характеристиками, а также увеличивать его выход при более низких температурах. Данная 
статья посвящена исследованию эффективности процесса превращения углеводородного сырья на каталитических системах Pt/ЦВМ, 
Pr/ЦВМ. В качестве носителя использован высокомолекулярный цеолит ЦВМ (ZSM-5). В качестве сырья использовался стабильный 
гидрогенизат – продукт процесса гидроочистки, основное сырье процесса риформинг. Октановое число гидрогенизата составляет 63 
пункта. Для автомобильных бензинов такое значение октанового числа неприемлемо. В результате превращения сырья получено жид-
кое топливо многокомпонентного состава с количеством углеродных атомов в цепи от 3 до 14, а также газы, содержащие углеводороды 
С1 – С5. В данной работе при превращении стабильного гидрогенизата на исследуемых катализаторах с увеличением температуры 
растет величина ОЧ и содержание ароматики. Установлено, что с увеличением температуры уменьшается вклад реакций изомериза-
ции вследствие уменьшения содержания изопарафинов. При превращении стабильного гидрогенизата на катализаторе Pt/ЦВМ при 
температуре 400°С содержание бензола составляет 0,8 мас. %, что соответствует стандарту автобензина ЕВРО-5.
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Abstract. Catalytic reforming is the most used method for upgrading straight-run gasolines. The trends to modernize catalytic systems so that the 
reforming process can be used in the industrial setting are focused on the production of catalysts with a specifi c set of characteristics allowing 
to obtain a liquid commercial product with the required operational and ecological features, in addition to increase its yield at lower tempera-
tures. This article investigates the effi  ciency of the catalytic systems Pt/CVM, Pr/CVM as transformation processes of raw hydrocarbons. A high 
molecular weight ZSM zeolite (ZSM-5) has been used as a carrier. The raw material that has been used is a stable hydrogenate obtained through 
hydrotreatment, which is the main raw material of the reforming process. The octane number of the hydrogenate is 63, which is not acceptable 
for automobile gasolines. The transformation of the crude material results in the production of liquid fuel made up of multiple components 
and carbon atoms in a chain ranging from 3 to 14 atoms, as well as gases containing hydrocarbons С1 – С5. In this work, the transformation of a 
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stable hydrogenate on the catalysts under investigation has showed that temperature increase results in a higher octane number and aromatic 
content. It has been determined that temperature increase results in the reduction of the eff ects of the isomerization reaction, with a subsequent 
decrease in isoparaffi  nic content. With a transformation of a stable hydrogenate on the catalyst Pt/СVM at temperature of 400°С, the benzene 
content amounts to 0,8 wt. %, which corresponds to the EURO-5 automobile gasoline standard.
Keywords: stable hydrogenate, transformation, catalytic reforming, catalysts, gasoline
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Введение
В настоящее время каталитический рифор-

минг является наиболее используемым мето-
дом облагораживания прямогонных бензинов. 
Практически на каждом современном нефте-
перерабатывающем заводе имеются установки 
каталитического риформинга. Одна из основных 
задач этих предприятий –постоянная модерниза-
ция имеющихся установок с целью повышения 
объемов производства и усовершенствования 
качества товарного продукта. Одним из методов 
повышения качества продуктов является получе-
ние максимальных значений выхода катализата 
и его октанового числа (ОЧ) из-за повышения 
активности, стабильности и селективности при-
меняемого катализатора [1].

Сегодняшние тенденции модернизации 
каталитических систем для промышленной реа-
лизации процесса риформинга ориентированы на 
создание катализаторов с конкретным набором 
заданных свойств, которые дадут возможность 
получать жидкий товарный продукт с необхо-
димыми эксплуатационными и экологическими 
характеристиками, а также увеличивать его вы-
ход при более низких температурах [2].

Важнейшие реакции риформинга протекают 
согласно бифункциональному механизму, в со-
ответствии с которым некоторые стадии одной 
и той же реакции идут либо на металлических, 
либо на кислотных центрах. Металл ускоряет 
реакции дегидрирования алканов в олефины, 
циклопарафинов – в циклоалкены  и шестичлен-
ных нафтенов – в ароматические углеводороды. 
Непредельные углеводороды (продукты изоме-
ризации и гидрокрекинга), перемещающиеся с 
кислотных центров на металлические, подвер-
гаются на них гидрированию [3, 4].

На сегодняшний день существует боль-
шое количество применяемых катализаторов 
различного состава, таких как ПР-81 (содер-
жание платины 0,3 мас. %, рейния 0,3 мас. %), 
R-254 (содержание платины 0,3 мас. %, рей-
ния 1,0 мас. %), РФ-1 (содержание платины 
0,25 мас. %, рейния 0,4 мас. %) и др. С каж-
дым годом ужесточаются ЕВРО-стандарты, 
применяемые к моторным топливам, что приво-

дит к разработке новых каталитических систем, 
так как применимые каталитические системы 
не обеспечивают выход моторных топлив с 
требуемыми показателями [5–7].

Проведено исследование активности ка-
тализаторов Pt/ЦВМ (содержание платины 
0,13 мас. %), Pr/ЦВМ (содержание празеодима 
0,7 мас.%). При приготовлении данных ката-
лизаторов в качестве носителя использован 
высокомолекулярный цеолит ЦВМ (ZSM-5). Их 
отличительной чертой является очень узкое рас-
пределение пор по размерам (от 0,3 до 0,7 нм), 
такие поры способствует образованию малых аро-
матических молекул, а также препятствует син-
тезу и аккумулированию поликонденсированных 
ароматических соединений. Нанесение металла на 
носитель и определение количества фактически 
осевшего металла проводилось методом пропитки 
и дальнейшим изучением остаточного раствора 
спектрофотометрическим методом анализа [8, 9].

Материалы и методы
Исследование активности данных катали-

заторов проводили на лабораторной установке 
проточного типа при атмосферном давлении в 
инертной среде, температурный режим 300–
500°С. Скорость подачи сырья 8 мл/ч, объем 
загруженного катализатора 8 см3. Полученные 
жидкие продукты многокомпонентного состава 
с количеством углеродных атомов в цепи от 3 
до 14 и газы, содержащие углеводороды С1 – С5, 
исследованы на хроматографе «Кристалл-5000» 
с программированием температуры с 35 до 250° 
С.  Расчет осуществлялся с помощью программы 
«Хроматэк Аналитик», которая позволяет уста-
новить детальный состав полученных смесей, 
относительную плотность, фракционный состав 
и октановое число продукта. В качестве сырья 
использовался стабильный гидрогенизат – про-
дукт процесса гидроочистки, основное сырье 
процесса риформинг [10, 11].

Результаты и их обсуждение
В групповом составе гидрогенизата до-

минируют алканы и циклоалканы. Содержа-
ние ароматических соединений крайне мало 
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(7 мас. %), но за счет наличия в смеси изо-
парафинов (21 мас. %) октановое число сырья 
составляет 63 пункта. Для автобензинов такое 
значение октанового числа неприемлемо [12].

В табл. 1 представлен материальный баланс 
превращения стабильного гидрогенизата на 
двух каталитических системах.

Потери составляют менее 3%.

Таблица 1 / Table 1
Материальные балансы превращения стабильного гидрогенизата на катализаторах Pt/ЦВМ, Pr/ЦВМ

Material balances for the transformation of the hydrogenate on Pt/CVM and Pr/CVM catalytic systems

Приход
Before

Расход
After

Pt/ЦВМ
Pt/CVM

Pr/ЦВМ
Pr/CVM

300°С 400°С 500°С 300°С 400°С 500°С

Масса
Mass

г
g % Масса

Mass
г
g % г

g % г
g % г

g % г
g % г

g %

С
та
би
ль
ны

й 
ги
др
ог
ен
из
ат

H
yd

ro
ge

na
te

6,0 100,0

Жидкие продукты
Liquid product 3,9 65,0 2,6 43,3 1,9 31,7 3,2 53,3 2,4 40,0 1,7 28,3

Газовые продукты
Gaseous product 2,1 35,0 3,4 56,7 4,1 68,3 2,8 46,7 3,6 60,0 4,3 71,7

Сумма
Sum 6,0 100,0 Сумма

Sum 6,0 100,0 6,0 100,0 6,0 100,0 6,0 100,0 6,0 100,0 6,0 100,0

В табл. 2 представлены составы газообраз-
ных продуктов превращения стабильного ги-
дрогенизата на катализаторах Pt/ЦВМ, Pr/ЦВМ.

В результате превращения углеводородного 
сырья с увеличением температуры наблюдается 
увеличение выхода газообразных продуктов с 

31,7 до 65,0 мас. % (выход Н2 увеличивается на 
1,2 мас. %, СН4 на 4,1 мас. %) на катализаторе 
Pt/ЦВМ; с 44,6 до 68,3 мас. % (выход Н2 увели-
чивается на 5,3 мас. %, СН4 на 14,6 мас. %) на 
катализаторе Pr/ЦВМ, что свидетельствует об 
увеличении вклада реакций гидрокрекинга.

                                                                                                                                     Таблица 2 / Table 2
Состав газообразных продуктов превращения углеводородного сырья

Gaseous product composition of the transformation of hydrocarbon raw materials

Компонент
Component

Выход продуктов, мас. %
Product yield, wt. %

Pt/ЦВМ
Pt/CVM

Pr/ЦВМ
Pr/CVM

300°С 400°С 500°С 300°С 400°С 500°С

Н2 – – 1.3 – 7.6 5.5

СН4 1.0 0.6 5.3 0.5 8.3 15.8

СО2 9.6 – 0.3 8.5 0.8 –

C2H4 – 0.7 6.4 5.0 2.4 10.8

C2H6 – 2.6 35.3 0.7 17.5 24.6

C3H6 64.5 76.4 29.0 60.5 58.1 39.3

C3H8 – – 19.3 3.1 – –

C4H10 22.3 19.1 2.5 19.6 5.2 3.8

C5H12 1.6 – – 0.8 – –

Итого / Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
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В табл. 3 и 4 представлен основной группо-
вой состав продуктов превращения стабильного 
гидрогенизата. Из табл. 3, 4 можно сделать вы-
вод, что с повышением температуры процесса 

содержание в риформате парафинов изо- и 
нормального строения уменьшается, а содер-
жание ароматических соединений, наоборот, 
увеличивается.

                                                                                                                                 Таблица 3 / Table 3
Основной групповой состав продуктов превращения стабильного гидрогенизата 

на цеолитном катализаторе Pt/ЦВМ
The main group composition of the products of the transformation of a stable hydrogenate 

on a zeolite catalytic systems Pt/CVM

Компоненты
Components

Выход продуктов, мас. % 
Product yield, wt. %

300°С 400°С 500°С

Ароматические углеводороды
Benzene hydrocarbons 8,1 26,0 34,9

Бензол / Benzene 2,9 0,8 3,7

н-парафины С4-С5
n-paraffi neС4-С5

14,2 11,7 7,2

i-парафины С4-С5
i-paraffi neС4-С5

35,2 31,8 26,7

Октановое число (исследовательский метод)
Rated Octane Number 87,1 95,7 102,4

Октановое число (моторный метод)
Мotor Octane Number 71,3 84,6 91,3

                                                                                                                                  Таблица 4 / Table 4
 Основной групповой состав продуктов превращения стабильного гидрогенизата 

на празеодимсодержащем катализаторе Pr/ЦВМ
The main group composition of the products of the transformation of a stable hydrogenate 

on the praseodymium-containing catalytic systems Pr/CVM

Компоненты 
Components

Выход продуктов, мас. %
Product yield, wt. %

300°С 400°С 500°С

Ароматические углеводороды
Benzene hydrocarbons 6,6 9,7 27,2

Бензол / Benzene 3,2 1,2 3,8

н-парафины С4-С5
n-paraffi neС4-С5

32,7 22,8 11,2

i-парафины С4-С5
i-paraffi neС4-С5

29,2 22,9 8,2

Октановое число (исследовательский метод)
Rated Octane Number 75,2 93,6 101,9

Октановое число (моторный метод)
Мotor Octane Number 68,1 81,0 90,0

Уменьшение доли продуктов изомери-
зации (с 35,2 до 26,7 мас. % на катализаторе 
Pt/ЦВМ; с 29,2 до 8,2 мас. % на катализаторе 
Pr/ЦВМ;) не влияет на значение ОЧ, так как 
уравновешивается высоким выходом арома-

тических соединений. Но на исследуемых 
катализаторах значение доли изопарафинов 
остается на высоком уровне, что благотворно 
сказывается на экологической безопасности 
моторного топлива.

Е. А. Ашихмин и др. Превращение стабильного гидрогенизата на каталитических системах 
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В данной работе при превращении сырья 
на исследуемых катализаторах с увеличением 
температуры растет величина ОЧ и содержание 
ароматики. Максимальные значения октановых 
чисел наблюдаются при 500° C, это объясняется 

содержанием в риформате ароматических угле-
водородов и изоалканов, обладающих самой 
большой детонационной стойкостью.

Увеличение ароматических соединений от-
мечается для всех каталитических систем (рис. 1).

Рис. 1. Влияние температуры на выход ароматических углеводородов (цвет online)
Fig. 1. The infl uence of temperature on the yield of aromatic hydrocarbons (color online)

Рис. 2. Содержание бензола в продуктах (цвет online)
Fig. 2. The content of benzene in products (color online)

Особым показателем моторных топлив явля-
ется содержание бензола (рис. 2), который строго 
регламентируется ЕВРО-стандартами. 

Из рис. 2 видно, что в моторном топливе, 
полученном на катализаторе Pt/ЦВМ при 400° C, 
содержание бензола наименьшее (0,8 мас. %), на 
других каталитических системах при всех тем-

пературах доля бензола превышает допустимые 
значения в 1 мас. %.

Необходимо отметить, что во всех сериях 
опыта образование кокса незначительно, что 
является немаловажным и позволяет говорить о 
большом межрегенерационном периоде данной 
цеолитной системы. 
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Заключение
Таким образом, установлено, что с увеличе-

нием температуры уменьшается вклад реакций 
изомеризации вследствие уменьшения содер-
жания изопарафинов с 35,2 до 26,7 мас. % на 
катализаторе Pt/ЦВМ.

При превращении стабильного гидроге-
низата на катализаторе Pt/ЦВМ при темпера-
туре 400°C содержание бензола составляет 
0,8 мас. %, что соответствует стандарту авто-
бензина ЕВРО-5.

При превращении стабильного гидрогени-
зата при температуре 400°C на катализаторе 
Pt/ЦВМ величина октанового числа составляет 
95,7 пунктов по исследовательскому методу и 
84,6 пунктов по моторному методу.
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Introduction 

The subfamily Crambinae Latreille, 1810 rep-
resents a group of uniform small moths distributed 
worldwide in wet meadows to dry open landscapes, 
feeding on Poales and Bryophita. Currently, the 
Crambinae include 2066 valid species, of which 
about 490 species occur in Europe [1, 2]. Recently, 
the fauna of the Russian Crambinae was estimated 
at 28 genera and 156 species [3], of which 67 occur 
in the Volga-Ural region [4].

During a fi eld study in the western foothills 
of the South Urals (Russia, Orenburg) in early to 
mid-June 2020, 8 specimens of crambid moths were 
collected with artifi cial lights and identifi ed as a 
little-known species Neocrambus wolfschlaegeri 
(Schawerda, 1937) common in montane regions. 
We were also able to examine a male and a female 
of the same species collected from Saratov district. 
We have examined in detail the descriptions and 
pictures of the holotype published by Bleszyn-
ski [5, 6] and Slamka [7], as well as the genital 
structures of specimens from the type locality in 
Macedonia, which confi rm this determination. The 
previous records of N. wolfschlaegeri were from 
the mountainous regions of the Balkan Peninsula 
(Macedonia, Greece) and the Armenian highlands 
(Kurdistan and Armenia) [8]. Therefore, it was sur-
prising to fi nd this species in the dry steppe from 
the Volga-Ural Region and, so far from the known 
range outside. The present record is the easternmost 
known and the new for Russia. Despite the care-
ful study of the morphological characters of these 
specimens and our diagnosis as N. wolfschlaegeri, 
some peculiarities of genital morphology in both 
sexes should be noted, which were probably over-
looked in the earlier publications [5–7] and are 
discussed below. 

All specimens examined were identified as 
N. wolfschlaegeri by comparison with the specimens 
from the type locality preserved in the ZSM.

Photographs of adults and their genitalia from 
Orenburg district are provided. The genitalia of the 
specimens were examined after dissection using 
standard techniques [9] and then stained with eosin 
and mounted on glass slides with euparal. Adults 
were photographed using Canon EOS 5D camera 
with a macro lens. Genitalia were photographed 
with a Bresser MikroCam 10.0MP camera. Process-
ing of genitalia images for publication was done us-
ing Adobe Photoshop Express (a free application for 
Android). The methods used to identify the genital 
structure and external features follow Falkovitsh & 
Stekolnikov [10]. The material is deposited in the 
collection of Samara National Research University 
(Russia).

Neocrambus wolfschlaegeri (Schawerda, 
1937) (Figure).

Crambus wolfschlaegeri Schawerda, 1937: 55. 
Type locality: Ochrida (Petrina 1600 m) Mazedonien, 
[Macedonia, Ohrid]

Material examined
Russia: Orenburg Province: 2 ♂ ♂, 2 ♀ ♀, 

Sol-Iletsk area, near Pervomayskoe vil., 50°54ʹN, 
55°00 ʹE, h = 120m, d ry steppe, 2.v i .2020 
(Shovkoon); 3 ♂ Akbulak area, Akoba vill., 
50°54 ʹN, 55°46 ʹE, dry steppe, 4 –5.v i.2020 
(Shovkoon); 1 ♂, Perevolotsk area, near Chesnoko-
vka vil., 51°41ʹN, 54°01ʹE h = 150m chalk steppe, 
13–14.vi.2020, (Shovkoon); Saratov Province: 
1 ♂, 1 ♀, Volsky area, 9km NE Vostochny Buerak, 
h = 60m, N 52˚09’ E 47 4̊9’, 9–10.06.2020 (Ani-
kin) (all collection of Samara National Research 
University). Macedonia: 1 ♂, Mazedonien [Ma-
cedonia], Ochrida [Ohrid]Umg, 15–26, Juli [19]34, 
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Figure. Neocrambus wolfschlaegeri (Schawerda, 1937): 1–2 – voucher specimens from 
Orenburg Region, Russia, D. Shovkoon leg.: 1 – male, 2 – female; 3 – head of adult and labial 
palp with maxilar palp; 4 – male, genitalia preparation T. Trofi mova 4444: 5 – aedeagus, 

6 – female, genitalia preparation T. Trofi mova 4445

leg. Thurner; 2 ♂ ♂, 1 ♀, Macedonia, Asandzura, 
20–23.6.1939 leg. Thurner; 1 ♂, Macedonia, Pet-
rina plan, 1600m, 9.7.1954, leg. Thurner.  Graecia: 
1 ♂, Graecia, Olimp.geb. Litochoron [Litochoro] 
300 m, 10–23.6.1957, leg. Thurner (all collection 
of Zoologische Staatssammlung München).

Discussion
N. wolfschlaegeri was originally described by 

Schawerda [11] in the genus Crambus Fabricius, 
1798, based on a single male and two females col-

lected in late June in the mountains of northern Mace-
donia by R. Wolfschlaeger. Bleszynski [5] established 
a new monotypic genus Neocrambus to place a single 
species C. wolfschlaegeri based on the presence of the 
unique modifi ed valvar complex in the male genital 
structure with ventral broad, strongly sclerotized 
lobe terminating in a hooked process that extends 
strongly beyond the uncus, and a second common 
costal lobe that is well sclerotized and gradually 
narrows to a sharp and relatively smaller process 
that is detached at the end (Figure, 4). The adults of 

6

5

4

3
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T. A. Trofi mova,  D. F. Shovkoon. Neocrambus wolfschlaegeri (Schawerda, 1937) 
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N. wolfschlaegeri and its male genitalia were illus-
trated by Bleszynski on plate 34 (Figure, 6) and plate 
68 (Figure, 7) [5]. However, in this picture as well 
as in the picture in the monograph “Crambinae” of 
“Microlepidoptera Palaearctica” series by Bleszyn-
ski on plate 66 fi g. 239 [6] the distal membranous 
and triangular lobe of the valva was not shown, 
which is clearly visible in the male genitalia of 
N. wolfschlaegeri specimens from the southern 
Urals (Figure, 4). In the illustration of the female 
genitalia of N. wolfschlaegeri in place cited above 
[6] on plate 117 fi g. 239 the second smaller thorned 
plate in the upper third of the corpus bursae is 
not shown (Figure, 6). Externally, specimens of 
N. wolfschlaegeri from the Volga-Ural Region (Fig-
ure, 1–3) show distinct geographic differences in 
forewing colour of adult. Specimens from Macedo-
nia with orange-yellow ground colour without any 
markings on forewings of males and females [7]. 
In specimens of females from Volga-Ural Region 
(Figure, 1, 2), the pale yellow forewings compared 
to a greyish ground colour with longitudinal pale 
yellow streaks on the veins of the male forewings. 
The latter are hardly distinguishable from sym-
patric dark small specimens of Crambus perlellus 
(Scopoli, 1763) with similar forewing pattern and 
a study of genital structure should be necessary for 
a clear separation. Thus, the examined specimens 
of N. wolfschlaegeri from the Volga-Ural Region 
appear to form an isolated population and differ 
externally in the pattern of the forewings, but 
have detailed similarity in the diagnostic pecu-
larities of the male genitalia in the structures of 
the valve, uncus, aedeagus, and the unique shape 
of the antrum in the female genitalia (Figure, 5, 
6) are characteristic of N. wolfschlaegeri. The 
intraspecifi c differences among local populations 
of N. wolfschlaegeri should be further resolved by 
analysis of genetic markers.
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Аннотация. Изучение микроорганизмов, способных удалять из водной среды такие опасные загрязнители, как тяжёлые металлы, 
имеет большое значение с точки зрения возможного использования микроорганизмов в биотехнологиях очистки воды. Были прове-
дены скрининговые исследования среди микроорганизмов, выделенных из микробоценозов высокомагнитных почв г. Медногорска 
(Оренбургская область, Россия), для оценки уровня их устойчивости к ионам марганца (II). Объектами исследований являлись девять 
штаммов марганецокисляющих микроорганизмов и два штамма железоокисляющих микроорганизмов: Bacillus megaterium 69.3 и 
B. megaterium 69.5. Установлено, что для большинства из исследованных микроорганизмов характерна повышенная устойчивость к 
ионам марганца (II) при росте на агаризованной среде. Максимальная устойчивость к Mn (II) обнаружена у микробных штаммов: 55.2 
и B. megaterium 69.5. Максимально толерантная концентрация (МТК) Mn (II) для этих микроорганизмов составила 300 и 350 ммоль/л; 
минимальная ингибирующая концентрация (МИК) – 350 и 450 ммоль/л соответственно. При изучении роста двух микробных штаммов: 
55.2 и B. megaterium 69.5 в жидких средах в течение 5 сут определено, что устойчивость микроорганизмов к Mn (II) при культивирова-
нии их в селективной среде выше, чем при культивировании их в питательной LB-среде. Результаты показали высокую резистентность 
микроорганизмов к диапазону концентраций Mn (II): от 0,5 до 250 ммоль/л в жидкой среде. Максимальный рост исследованных ми-
кробных штаммов наблюдался при концентрации Mn (II) в среде культивирования 10 ммоль/л. Выявленные нами микробные штаммы 
с высокой устойчивостью к Mn (II) открывают перспективу практического использования данных микроорганизмов в биотехнологиях 
очистки питьевых и сточных вод от повышенного содержания марганца.
Ключевые слова: ионы марганца (II), марганецокисляющие микроорганизмы, устойчивость, максимальная толерантная концентра-
ция, минимальная ингибирующая концентрация
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Abstract. From the stand point of the possible use of microorganisms in water purifi cation biotechnologies, studying microorganisms capable of 
removing dangerous pollutants such as heavy metals from the aquatic environment is of great importance. Microbial screening was conducted on 
isolates from microbiocenoses of highly magnetic soils of the city Mednogorsk (Orenburg region, Russia), to assess their resistance to manganese 
(II) ions. The objects of this research  were nine strains of manganese-oxidizing microorganisms and two strains of iron-oxidizing microorganisms: 
Bacillus megaterium 69.3 and B. megaterium 69.5. It was observed that, most of the studied microorganisms were characterized by increased 
resistance to manganese (II) ions when grown on an agar medium. Maximum resistance to Mn (II) was observed in microbial strains: 55.2 and 
B. megaterium 69.5. The maximum tolerant concentration (MTC) of Mn (II) for these microorganisms was 300 and 350 mmol/L; the minimum 
inhibitory concentration (MIC) was 350 and 450 mmol/L, respectively. When studying the growth of the two microbial strains: 55.2 and 
B. megaterium 69.5 in liquid media for 5 days. It was discovered that, when cultured in a selective medium, microbial resistance of the strains 
to Mn (II) was higher compared to when cultured in a nutrient LB medium. The results showed high resistance of microorganisms to a range of 
Mn (II) concentrations: from 0,5 to 250 mmol/L in a liquid medium. Maximum growth of the studied microbial strains was observed at Mn (II) 
concentration of 10 mmol/L. These microbial strains with high resistance to Mn (II) open up the prospect of their practical use for biotechnological 
purposes involving the purifi cation of drinking and wastewater from high manganese content.
Keywords: manganese  (II) ions, manganese-oxidizing microorganisms, resistance, maximum tolerant concentration, minimum inhibitory 
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Введение

Марганец – элемент, играющий значитель-
ную роль в биологическом круговороте веще-
ства и энергии, поэтому любые отклонения в 
содержании данного элемента в тех или иных 
составляющих биосферы приводят к значитель-
ным изменениям состояния окружающей среды, 
что, в свою очередь, оказывает влияние и на 
состояние здоровья человека. Это обусловлено 
тем, что тяжёлые металлы (ТМ) обладают свой-
ствами: персистентностью, общетоксичностью, 
способностью к геоаккумуляции и биоакку-
муляции, биомагнификации, канцерогенному 
и мутагенному воздействию на все системы 
органов человека [1, 2]. 

Многие водные объекты различных урбо-
экосистем постоянно подвергаются сильной 
техногенной нагрузке, в них нередко наблю-
дается превышение ПДК тяжёлых металлов, в 
том числе марганца [3–5]. Марганец входит в 
перечень приоритетных поллютантов, посту-
пающих в организм человека с питьевой водой 
[6]. Известно, что при экзогенном поступлении 
марганца в организм человека при его избытке в 
питьевой воде проявляется общерезорбтивное и 
специфическое повреждающее действие марган-
ца на ЦНС, желудочно-кишечный тракт, почки, 
иммунную, кровяную и костную систему, сни-
жается активность антиоксидантной системы и 
обменных процессов [7]. 

В условиях антропогенеза предъявляются 
повышенные требования к качеству воды и со-
держанию в ней допустимых концентраций ТМ, 
что требует модернизации уже существующих 
или поиска новых экологически безопасных 
и экономически выгодных способов очистки. 

Необходимо отметить, что бóльшая часть солей 
ТМ хорошо растворима в воде, из этого следует, 
что их удаление с помощью физико-химических 
методов является не выгодным, когда речь идет 
о невысоких концентрациях металла в среде 
[8, 9]. ТМ в растворимой форме не задержива-
ются большинством песчаных фильтров, кото-
рые установлены на очистных сооружениях. 
Хорошей альтернативой физико-химическим 
способам очистки воды от ТМ являются более 
доступные и инновационные биологические 
методы, например, биосорбция и биоаккуму-
ляция [10–13].

Способность окислять двухвалентные 
соединения марганца, а также и другие ме-
таллы, и осаждать оксиды элементов на по-
верхности собственной клетки характерно для 
многих микроорганизмов родов Burkholderia, 
Pseudomonas, Bacillus, а также актинобактерий 
[14–18]. Установлено, что главный путь бакте-
риального окисления Mn (II) – энзиматический, 
с использованием медь-зависимых оксидаз, 
которые были обнаружены у пресноводных гра-
мотрицательных бактерий Leptothrix discophora, 
Pseudomonas putida и морской грамположитель-
ной бактерии Bacillus sp. SG-1 [19]. Микробное 
преобразование растворимого Mn (II) в не-
растворимую форму Mn (IV) происходит при 
скоростях, которые на несколько порядков 
выше абиотического окисления марганца в 
природных водах [15, 17, 20]. Поэтому био-
логический потенциал марганецокисляющих 
микроорганизмов целесообразно использовать 
для снижения избыточного содержания данного 
элемента в водных экосистемах, в очищаемых 
сточных водах и в питьевой воде [21]. 
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Цель настоящей работы состояла в оценке 
уровня устойчивости микроорганизмов, выде-
ленных из микробоценозов высокомагнитных 
почв, к марганцу (II) для выявления микробных 
штаммов с максимальной устойчивостью и ро-
стом в присутствии повышенных концентраций 
металла.

Материалы и методы 
В качестве объекта исследования использо-

вались марганецокисляющие микроорганизмы 
(9 штаммов) и два штамма железоокисляющих 
микроорганизмов (Bacillus megaterium 69.3 и 
B. megaterium 69.5), выделенные нами ранее 
из почвенных микробоценозов г. Медногорска 
(Оренбургская область, Россия) [22, 23]. В городе 
Медногорске, расположенном в зоне разнотрав-
но-типчаково-ковыльных степей, сложилась 
сложная экологическая ситуация, обусловленная 
загрязнением выбросами промышленных пред-
приятий, главным образом, ООО «Медногорским 
медно-серным комбинатом». Приоритетные за-
грязнители – медь, железо, марганец, соединения 
серы. Почвы – чернозёмы типичные и чернозёмы 
обыкновенные с нейтральной реакцией среды. 
По результатам проведённых нами анализов 
определения магнитных, механических, физи-
ко-химических свойств почв и степени антропо-
генной трансформации почвенного покрова мы 
охарактеризовали почвы, которые отличались 
максимально высокими значениями магнитной 
восприимчивости и максимальной степенью 
антропогенной нагрузки, как урбанозёмы. Из 
микробоценозов урбанозёмов на агаризованной 
селективной среде [24, 25] нами были изолирова-
ны марганецокисляющие и железоокисляющие 
микроорганизмы, которые хранились при 4 оС 
на столбиках 6 %-ной агаризованной селек-
тивной среды под стерильным вазелиновым 
маслом с регулярными пересевами. Два штамма 
железоокисляющих микроорганизмов B. mega-
terium 69.3 и B. megaterium 69.5 ранее [23] были 
идентифицированы нами, последовательности 
16S рРНК данных штаммов приняты в GenBank 
NCBI под  регистрационными  номерами 
MK764545 и MK764687 соответственно.

Для определения максимальной толерант-
ной концентрации (МТК) и минимальной ин-
гибирующей концентрации (МИК) Mn (II) для 
исследуемых микроорганизмов (11 штаммов) 
оценивали их способность к росту на агаризо-
ванной LB-среде [26], содержащей Mn (II) в диа-
пазоне концентраций: 0; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 
3,0; 4,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 50,0; 100,0; 
150,0; 200,0; 250 ммоль/л. Для двух штаммов 

(55.2 и B. megaterium 69.5) концентрационный ряд 
был продолжен: 300,0; 350,0; 400,0; 450,0; 500,0.

При приготовлении селективной среды 
жидкую агаризованную LB-среду (в био-
логических пробирках по 20 мл) и раствор 
металла (использовали соль MnSO4×5Н2О) 
автоклавировали отдельно при 1 атм. После 
автоклавирования в каждую из пробирок с 
неостывшей LB-средой добавляли раствор 
металла в необходимой концентрации и раз-
ливали в стерильные чашки Петри. Затем по 
5 мкл суспензии суточной культуры исследу-
емых микроорганизмов наносили точечно на 
поверхность агаризованной LB-среды в чашках 
Петри с различными концентрациями марганца. 
Чашки Петри концентрационного ряда с ис-
следуемыми микроорганизмами в нескольких 
повторностях инкубировали в термостате при 
28 °С. Ежедневно визуально оценивали рост 
микроорганизмов в течение 10 суток. MТК 
определяли как концентрацию металла в среде 
в той последней чашке Петри, где еще наблю-
дался рост микроорганизмов. MИК определяли 
как концентрацию металла в той первой чашке 
Петри, где рост микроорганизмов был меньше, 
чем в предыдущей [27–29]. 

У отобранных по результатам оценки МИК и 
МТК микробных штаммов (55.2 и B. megaterium 
69.5) изучали динамику роста в жидких средах: 
питательной LB-среде и селективной среде для 
марганецокисляющих микроорганизмов [24, 25], 
содержащих возрастающие концентрации 
Mn (II): 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0; 
150,0; 200,0; 250,0 ммоль/л. В качестве посевного 
материала использовали смыв суточной микроб-
ной культуры с агаризованной питательной 
среды стерильным физиологическим раствором. 
Оптическая плотность исходной посевной дозы, 
измеренной на фотоколориметре КФК-2 в кювете 
с длиной оптического пути 1,0 см, составляла 
0,2 ед. при λ = 440 нм. В качестве абиотическо-
го контроля использовали жидкие среды для 
культивирования без микроорганизмов. Каждый 
вариант был изучен в 3 повторностях. Показатели 
роста определяли спектрофотометрически на 
спектрофотометре LEKI SS2107UV («MEDIORA 
OY», Финляндия) через 5 сут культивирования 
микроорганизмов при 28 °C.

Для всех полученных данных вычисляли 
средние значения, для сравнения которых ис-
пользовали показатели стандартного отклонения 
и наименьшей существенной разницы. Статисти-
ческую обработку результатов проводили при 
p<0,05 с помощью программного обеспечения 
Microsoft Еxcel 2010. 

Е. В. Плешакова и др. Изучение марганецокисляющих микроорганизмов
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Результаты и их обсуждение
В ходе проведённых экспериментов мы 

определили устойчивость одиннадцати микроб-
ных штаммов к действию диапазона концен-
траций Mn (II) по способности исследуемых 
микроорганизмов к росту на агаризованной 
LB-среде, содержащей Mn (II). Результаты экс-
перимента продемонстрировали, что большин-
ство из исследованных нами микроорганизмов 
отличались повышенной устойчивостью к 
марганцу (табл. 1). 

На рис. 1 представлена визуальная оценка 
роста ряда исследуемых микроорганизмов на 
агаризованной LB-среде, содержащей Mn (II) в 
концентрациях от 7,5 до 25,0 ммоль/л.

Для оценки уровня индивидуальной ме-
таллоустойчивости микробных штаммов мы 
рассчитали МТК и МИК Mn (II) (табл. 2). 
Максимальной устойчивостью к Mn (II), как 
показали эксперименты, обладали микробные 
штаммы 55.2 и B. megaterium 69.5. МТК Mn (II) 
для этих микроорганизмов составила 300,0 и 
350,0 ммоль/л; МИК – 350,0 и 450,0 ммоль/л 
соответственно.

Микробный штамм B. megaterium 69.5 был 
выделен нами из почвенного микробоценоза 
на селективной среде для железоокисляющих 
микроорганизмов [22].

Ранее нами было установлено, что МТК 
Fe (II) для B. megaterium 69.5 составила 1200 мг/л, 
МИК – 1800 мг/л, была продемонстрирована 
способность данного микробного штамма 
окислять железо в жидкой среде в чрезвычай-
но высокой концентрации [23]. Тот факт, что 
B. megaterium 69.5 проявил максимально высо-
кую устойчивость к марганцу по сравнению с 
другими исследованными микроорганизмами, 
согласуется с литературными данными о на-
личии нередко встречающейся у бактерий пере-
крестной резистентности к ТМ [30, 31].

Итак, по результатам оценки МТК и МИК 
микробных штаммов мы отобрали для дальней-
ших исследований два штамма с максимальной 
резистентностью к марганцу: 55.2 и B. megateri-
um 69.5. Результаты изучения роста микробного 
штамма 55.2 в жидкой питательной LB-среде и 
в селективной среде, содержащей возрастающие 
концентрации Mn (II) от 0,5 до 250,0 ммоль/л, 
представлены на рис. 2. Как видно из данного 
рисунка, наиболее активный рост штамма 55.2 
происходил в LB-среде при концентрации 
Mn (II) 5,0 ммоль/л, в селективной среде для 
марганецокисляющих микроорганизмов – 
10,0 ммоль/л. Значение оптической плотности 
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Рис. 1. Оценка роста микробных штаммов: а – 13.3; б – 13.2; в – 13.1; г – 55.1; д – 55.2; 
на агаризованной LB-среде, содержащей Mn (II) в различных концентрациях

Fig. 1. Assessment of the growth of microbial strains No: a – 13.3; b – 13.2; c – 13.1; d – 55.1; e – 55.2; 
on agar LB medium containing Mn (II) in various concentrations

Таблица 2 / Table 2
МТК и МИК исследованных микробных штаммов

MTC and MIC for the studied microbial strains

Показатель / 
Indicator

Микробные штаммы / 
Microbial strains

55.1 55.2 55.7 55.5 55.8 13.1 13.2 13.3 13.4 69.3 69.5

МТК, ммоль/л / 
MTC, mmol/L 150,0 300,0 3,0 1,5 0,2 20,0 200,0 15,0 200,0 200,0 350,0

МИК, ммоль/л / 
MIC, mmol/L 200,0 350,0 4,0 2,0 0,5 25,0 250,0 20,0 250,0 250,0 400,0

Е. В. Плешакова и др. Изучение марганецокисляющих микроорганизмов

а/a

б/b

в/c

г/d

д/e
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культуральной среды увеличилось в 6,8 и 8,2 
раза соответственно (см. рис. 2, а и б). При куль-
тивировании штамма 55.2 в LB-среде, содер-
жащей марганец в концентрации 50,0 ммоль/л и 
выше, развития микроорганизма не наблюдалось, 
значения оптической плотности культуральной 
среды соответствовали значениям исходной по-
севной дозы или были ниже. В то же время рост 
микробного штамма 55.2 в селективной среде, 
содержащей Mn (II) во всех изученных концен-
трациях (от 0,5 до 250,0 ммоль/л), превышал ис-
ходную оптическую плотность (в 2 раза и более), 
свидетельствуя об отсутствии лимитации роста 
микроорганизма под действием ионов марганца.

Наиболее активный рост B. megaterium 69.5 
в LB-среде обнаруживался при концентрации 
Mn (II) 0,5 ммоль/л (рис. 3, а). Оптическая плот-
ность культуральной среды увеличилась в этом 
варианте в 10,4 раза.

При культивировании данного штамма в 
LB-среде, содержащей марганец в возрастающей 
концентрации до 250,0 ммоль/л, наблюдалась 
тенденция к плавному снижению роста микро-
организма с увеличением концентрации Mn (II). 

При концентрации марганца от 1,0 до 
150,0 ммоль/л рост был существенным, в 1,8–7,8 
раз превышая исходную оптическую плотность. 
При концентрации ионов марганца в среде 

Рис. 2. Абсолютный прирост биомассы микробного штамма 55.2 при культивировании 
в жидкой среде с Mn (II): а – в LB-среде; б – в селективной среде [24, 25] 

Fig. 2. Absolute biomass increase of microbial strain 55.2 when cultured in a liquid medium 
with Mn (II): a – in LB-medium; b – in selective medium [24, 25]

а/a

б/b
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200,0 и 250,0 ммоль/л развития микроорганизма 
не наблюдалось, значение оптической плотности 
культуральной среды было на уровне значения 
исходной посевной дозы и ниже, демонстрируя 
ингибирующее воздействие металла на изучае-
мый микроорганизм.

При культивировании B. megaterium 69.5 в 
селективной среде, как и при культивировании 
микробного штамма 55.2, активный рост микро-
организма наблюдался при всех изученных 
концентрациях Mn (II) (от 0,5 до 250,0 ммоль/л), 
превышая исходную оптическую плотность 

в 2,9–9,4 раза, свидетельствуя об отсутствии 
угнетения роста микроорганизма вследствие 
действия ионов марганца (см. рис. 3, б). Анало-
гично результатам, полученным при изучении 
роста микробного штамма 55.2, максимальный 
рост B. megaterium 69.5 в селективной среде 
обнаруживался при концентрации Mn (II) 
10,0 ммоль/л. 

Итак, мы установили, что исследованные 
микроорганизмы: микробный штамм 55.2 и 
B. megaterium 69.5 проявляют устойчивость к 
более высоким концентрациям ионов марган-

Рис. 3. Абсолютный прирост биомассы B. megaterium 69.5 при культивировании в жидкой 
среде с Mn (II): а – в LB-среде; б – в селективной среде [24, 25] 

Fig. 3. Absolute biomass increase of B. megaterium 69.5 when cultured in a liquid medium 
with Mn (II): a – in LB-medium; b – in selective medium [24, 25]

а/a

б/b
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ца (II) при культивировании в селективной 
среде по сравнению с выращиванием в полно-
ценной питательной среде (LB-среде). При этом 
было установлено, что значения МИК Mn (II) 
для этих микробных штаммов в жидкой LB-
среде значительно ниже, чем МИК, установ-
ленные на агаризованной LB-среде. В некото-
рых исследованиях были получены сходные 
результаты, которые исследователи связывают 
с механизмом устойчивости к ТМ, нередко 
пересекающимся с поддержанием гомеостаза 
у микроорганизмов [32].

Наблюдался сходный дозозависимый харак-
тер влияния ионов марганца на рост двух иссле-
дованных штаммов, культивируемых в жидкой 
селективной среде. В целом рост B. megaterium 
69.5 в селективной среде с Mn (II) был более вы-
раженным по сравнению с ростом микробного 
штамма 55.2.

Заключение
Итак, полученные нами результаты про-

демонстрировали, что 9 из 11 исследованных 
микробных штаммов, изолированных из ми-
кробоценозов высокомагнитных почв города 
Медногорска, приоритетными загрязнителями 
которого являются промвыбросы с ТМ, прояви-
ли высокую устойчивость к ионам марганца (II). 
Такая устойчивость выделенных микроорга-
низмов к Mn (II) указывает на то, что подобные 
техногенно загрязнённые почвы могут являться 
природным резервуаром для направленного 
отбора микроорганизмов, перспективных для 
использования в биотехнологиях очистки воды 
от избыточного содержания марганца. 

Сравнительный анализ уровня устойчиво-
сти к Mn (II) у исследованных микроорганизмов 
при их росте на плотной среде позволил выявить 
два бактериальных штамма (55.2 и B. megate-
rium 69.5) с максимальными значениями МТК 
и МИК. Результаты дальнейшего изучения 
роста двух отобранных микробных штаммов в 
жидкой среде подтвердили высокую резистент-
ность микроорганизмов к диапазону концен-
траций Mn (II): от 0,5 до 250,0 ммоль/л. Было 
установлено, что при концентрации марганца в 
среде культивирования 10 ммоль/л наблюдается 
максимальный рост обоих штаммов.

Несомненно, высокоустойчивые к марган-
цу (II) микроорганизмы представляют научно-
практический интерес, они могут послужить 
основой для технологии очистки природных и 
сточных вод от повышенного содержания ионов 
марганца. 
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Аннотация. В статье впервые представлены сравнительные результаты содержания зольных веществ, серы, фенольных соединений 
(танинов), аскорбиновой кислоты в листьях растений Iris hybrida, Hosta decorata, H. albomarginata, H. lancifolia, культивируемых в усло-
виях Центрального сибирского ботанического сада (ЦСБС, Академгородок) и применяемых в озеленении городской среды г. Бердск и 
пгт. Кольцово (Новосибирская область) в течение сезонного развития 2020 г. Выявлена специфика распределения серы, золы, танинов, 
аскорбиновой кислоты в листьях исследованных видов. Определено количественное содержание представленных групп веществ в ли-
стьях в период цветения объектов исследования. В условиях городской среды установлено увеличение содержания зольных веществ в 
листьях I. hybrida в 2,5–3,6 раза и H. albomarginata, H. lancifolia, H. decorata в 1,4–1,7 раза. Отмечена общая тенденци я накопления листья-
ми серы и золы у видов рода Hosta, с наибольшим значением у H. аlbomarginata, произрастающих в зеленых насаждениях г. Бердска. В 
этих же условиях концентрация серы в листьях I. hybrida повышена в 1,3 раза по сравнению с Hosta decorata. Содержание аскорбиновой 
кислоты и танинов в листьях H. albomarginata, H. lancifolia, H. decorata, I. hybrida в 1,1–2,4 раза меньше в городской среде Бердска и Коль-
цово, чем у растений выращиваемых в условиях с благоприятной экологической ситуацией (ЦСБС). На основании оценки биохими-
ческих, морфометрических, ритмологических показателей исследованные виды можно расположить следующим образом в порядке 
убывания устойчивости в цветниках городской среды: H. lancifolia > H. albomarginata > H. decorata > I. hybrida. 
Ключевые слова: Iris hybrida, Hosta decorata, Hosta albomarginata, Hosta lancifolia, лист, сера, зола, танины, аскорбиновая кислота, город-
ская среда, Новосибирская область
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Abstract. The article for the fi rst time presents the comparative results of the content of ash substances, sulfur, phenolic compounds (tannins), 
ascorbic acid in the leaves of plants Iris hybrida, Hosta decorata, H. albomarginata, H. lancifolia, cultivated in the Central Siberian Botanical Garden 
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(CSBS, Akademgorodok) and used in landscaping the urban environment of  the Berdsk and Koltsovo settlements (Novosibirsk region) during the 
seasonal development in 2020. The specifi city of distribution of sulfur, ash, tannins, ascorbic acid in leaves of the studied species was revealed. 
The quantitative content of the presented groups of substances in the leaves during the fl owering period of these objects of study has been 
determined. Under the conditions of urban environment, an increase in the content of ash substances in the leaves of I. hybrida by 2,5–3,6 times 
and H. albomarginata, H. lancifolia, and H. decorata by 1,4–1,7 times was found. The general tendency of the accumulation of sulfur and ash in 
leaves of the species of the genus Hosta, with the greatest value in H. albomarginata growing in green areas of Berdsk was noted. Under the same 
conditions, the concentration of sulfur in the leaves of I. hybrida increased 1,3 fold compared with Hosta decorata. The content of ascorbic acid and 
tannins in the leaves of H. albomarginata, H. lancifolia, H. decorata, I. hybrida is 1,1–2,4 times lower in the urban environment of Berdsk and Koltsovo 
than in plants grown in conditions with a favorable environmental situation (CSBS). In terms of biochemical, habitual, and rhythmological evalu-
ation of the indicators, the species present a comparative series in descending values: H. lancifolia > H. albomarginata > H. decorata > I. hybrida.
Keywords: Iris hybrida, Hosta decorata, Hosta albomarginata, Hosta lancifolia, leaf, sulfur, ash, tannins, ascorbic acid, urban environment, No-
vosibirsk region 
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В озеленении городов и поселков Ново-
сибирской области еще недостаточно исполь-
зуется видовой и сортовой состав многолетних 
цветочно-декоративных растений. Растения 
оказывают большое влияние на эстетическое, 
оздоровительное и психоэмоциональное со-
стояние населения, являясь одновременно био-
индикаторами загрязнения городской среды. 
Неблагоприятная экологическая обстановка 
определена во многих регионах России, в том 
числе и Сибири [1]. Индустриальный город 
представляет собой центр периодического 
возникновения критических экологических 
ситуаций из-за промышленных выбросов, ин-
тенсивности движения автотранспорта, других 
факторов антропогенной нагрузки. В связи с 
этим в настоящее время возникает необходи-
мость исследования устойчивости растений 
к техногенным и природным экологическим 
факторам. И. Ю. Усманов с соавт. [2] выделяют 
девять форм устойчивости, среди которых ре-
шающее значение в адаптационной перестройке 
растений в городской среде имеет оценка ана-
томических, физиологических, биохимических, 
габитуальных, феноритмических и др. измене-
ний. В работах [3–8] освещена аккумулятивная 
роль зеленых насаждений, произрастающих в 
условиях антропогенного воздействия, токсиче-
ских веществ. Особое внимание этим исследова-
ниям уделяется за рубежом [9–18]. Известно, что 
вторичные метаболиты и химические элементы 
обладают многофункциональностью, оказы-
вая влияние на рост и развитие, выполняют 
защитную роль, обеспечивая устойчивость 

растений к различным факторам среды. Для 
озеленения городов Европейской России, Урала, 
Сибири рекомендуются представители рода 
Iris L. и Hosta Tratt. Однако оценка их состояния 
и устойчивости в урбанизированной среде не 
всегда определена. Сравнительное изучение 
декоративно лиственных растений в лесостепи 
Новосибирской области ex situ и городских 
условиях позволяет выявить адаптивные мор-
фометрические и биохимические перестройки, 
связанные с жизнедеятельностью растений в 
неблагоприятных факторах среды, что является 
актуальным, обусловливает оригинальность, 
новизну и служит основанием для выполнения 
данной работы.

Цель работы состояла в сравнительной 
оценке содержания серы, золы, танинов, аскор-
биновой кислоты в листьях растений Iris hybrida, 
Hosta decorata, H. albomarginata, H. lancifolia в 
условиях урбанизированной среды городов Берд-
ска и Кольцово Новосибирской области.

Материалы и методы
Объектами изучения служили растения Iris 

hybrida hort. (сем. Iridaceae Juss., касатиковых) – 
Ирис гибридный сорт Sable и виды рода Hosta 
Tratt. – хоста, функия (сем. Hostaceae, хостовых), 
H. decorata Bailey – Х. декората, H. albomarginata 
(Hook.) Hyl. – Х. белоокаймленная, H. lancifolia 
(Thunb.) Engl. – Х. ланцетолистная. Это много-
летние, декоративно лиственные, длительно 
летнецветущие, коротко-корневищные поликар-
пики (рис. 1). Эти виды были переданы в 2019 г. 
из биоресурсной научной коллекции ЦСБС СО 
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РАН «Коллекции живых растений в открытом и 
закрытом грунте», УНУ № USU 440534 на объ-
екты озеленения пгт. Кольцово, 21 (Клиническая 
районная больница № 1) и г. Бердска (Центр 
социальной помощи семье и детям «Юнона», 
ул. К. Маркса, 27). Контролем служили рас-
тения с коллекционного участка лаборатории 
декоративных растений, расположенного в 
относительно благоприятных экологических 
условиях (Советский район, Академгородок, 
г. Новосибирск). Сбор растительного сырья про-
водили во второй декаде июля (15–16.07) 2020 г. 
Листья сушили и перетирали до мелкой фракции. 
Определение зольности (общей золы) проводили 
путем сухого озоления в муфельной печи при 
t +400…+500° С по ГОСТ 24027.2-80 [19]. Опреде-
ление содержания общей серы проводили после 
мокрого озоления из одной навески (0,1 г) спек-
трофотометрическим методом [20]. Содержание 
водорастворимых фенольных соединений (тани-
нов) определяли методом Левенталя – Нейбауера 

[21], аскорбиновой кислоты – титриметрическим 
методом с применением 2,6-дихлорфенолиндо-
фенола натрия [22]. Аналитическая повторность 
опытов трехкратная из смешанной пробы. Экс-
периментальные данные обработаны стати-
стически с помощью компьютерных программ 
Microsoft Оffi ce Excel 2007 и Statistica 10. 

Результаты и их обсуждение
Исследование содержания аскорбиновой 

кислоты, танинов, серы, золы позволило опре-
делить каждое из них в листьях H. decorata 
(табл. 1) в период цветения. Установлено, что 
концентрация серы, аскорбиновой кислоты и 
танинов сравнительно одинаковая в контроле и 
пгт. Кольцово. Меньшим содержанием данных 
элементов (в 1,1–2,4 раза) отличались листья 
произрастающих растений в центральной части 
г. Бердска. Однако показания зольности в ли-
стьях H. decorata в Бердске и Кольцово в 1,4–1,5 
раза выше, чем в контроле. 

Рис. 1. Hosta albomarginata (а), H. decorata (б), H. lancifolia (в), Iris hybrida сорт Sable (г) в Центральном сибирском 
ботаническом саду

Fig. 1. Hosta albomarginata (а), H. decorata (b), H. lancifolia (c), Iris hybrida Sable variety (d) in the Central Siberian 
Botanical Garden

                                                                                                 а/a б/b в/c г/d

Таблица 1 / Table 1
Содержание золы, серы, танинов, аскорбиновой кислоты (M ± m) в листьях Hosta decorata 

в урбанизированной среде Новосибирской области
The content of ash, sulfur, tannins, ascorbic acid (M ± m) in Hosta decorata leaves 

in the urbanized environment of the Novosibirsk region

Место сбора проб / 
Sample collection location Сера, % / Sulfur, % Аскорбиновая кислота, мг/100 г / 

Ascorbic acid, mg/100 g
Танины, % / 
Tannins, %

Зола, % / 
Ash, %

Контроль/ Control 0,020±0,0007 8,79±0.30 2,26±0,046 8.85±0,35

Бердск / Berdsk 0,009±0,0003 6,60±0.30 1,86±0,020 13,33±0,26

Кольцово / Koltsovo 0,022±0,0006 8,73±0.32 2,67±0,054 13.11±0,34 

Примечание. Различия достоверны при уровне значимости P = 0,95.
Note. Differences are signifi cant at the P = 0,95 signifi cance level.

Л. Л. Седельникова, О. Л. Цандекова. Оценка содержания биологически активных веществ 
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Анализ показал двукратное увеличение со-
держания серы в листьях растений H. albomargi-
nata, произрастающих в Бердске (0,021±0,0005%), 
по сравнению с Кольцово (0,011±0,0009%). При-
чем концентрация зольных элементов в листьях 

растений этого вида в 1,2 раза выше в условиях 
Бердска. Однако показатели содержания танинов 
в листьях H. albomarginata в условиях Кольцово 
выше в 1,5 раза, а аскорбиновой кислоты в 1,6 
раза, чем в Бердске (рис. 2). 

Рис. 2. Гистограмма распределения в листьях Hosta albomarginata химических соединений в городской 
среде г. Бердска и пгт. Кольцово (цвет online)

Fig. 2. Histogram of the distribution of chemical compounds in the leaves of Hosta albomarginata 
in the urban environment of Berdsk and the settlement Koltsovo (color online)

При сравнении показателей этих же химиче-
ских элементов в листьях H. lancifolia в условиях 
Кольцово и контроля (ЦСБС) установлена такая 
же закономерность. Содержание аскорбиновой 
кислоты было в 1,5 раза и танинов в 1,7 раза боль-
ше в листьях растений, выращиваемых в более 

экологически чистых условиях (контроль), чем 
в Кольцово (рис. 3). Однако накопление зольных 
веществ в листовом аппарате в условиях Кольцово 
происходило в 1,7 раза интенсивнее (8,85±0,35%). 
Также количественное содержание серы в 1,4 раза 
превышало аналогичные значения в контроле.

Рис. 3. Гистограмма распределения в листьях Hosta lancifolia химических соединений в ЦСБС 
и пгт. Кольцово (цвет online) 

Fig.3. Histogram of the distribution of chemical compounds in Hosta lancifolia leaves in CSBS and 
settlement Koltsovo (color online)
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Исследование содержания данных веществ в 
листьях I. hybrida (табл. 2) показало, что они акку-
мулируют серу в 1,3 раза, а золу в 2,0 раза больше 
в урбанизированной среде по сравнению с контро-
лем. Концентрация аскорбиновой кислоты, тани-
нов в листьях I. hybrida, произрастающих в Бердске, 

в 1,3–1,4 раза меньше, чем в контроле. В городской 
среде Кольцово и Бердска содержание зольно-
сти в листьях исследуемого I. hybrida повышена 
в 2,7–4 раза. Однако концентрация серы в контроле 
и Кольцово одинакова, тогда как аскорбиновой 
кислоты и танинов уменьшена в 1,3–1,4 раза.

Таблица 2 / Table 2 
Содержание золы, серы, танинов, аскорбиновой кислоты (M±m) в листьях Iris hybrida 

в условиях городской среды
The content of ash, sulfur, tannins, ascorbic acid (M ±m) in Iris hybrida leaves in an urban environment

Место сбора проб / 
Sample collection location

Сера, % /
Sulfur, %

Аскорбиновая кислота, мг/100 г / 
Ascorbic acid, mg/100 g

Танины, % / 
Tannins, %

Зола, % / 
Ash, %

Контроль / Control 0,013±0.0005 9,21±0.13 2,93±0.040 4,44±0.13

Бердск / Berdsk 0,017±0.0008 6,63±0.29 2,07±0.034 16,07±0.49

Кольцово / Koltsovo 0,130±0.0009 8,73±0.14 2,21±0.063 11,00 ±0.17 

Примечание. Различия достоверны при уровне значимости P = 0,95.
Note. Differences are signifi cant at the P = 0,95 signifi cance level.

Сравнение габитуальной и феноритмиче-
ской устойчивости у исследованных видов в 
городской среде и контроле показало, что морфо-
метрические показатели, а именно: высота расте-
ния, длина и ширина листа, у последних развиты 
значительно мощнее. Так, высота контрольных 

растений H. decorata превышает аналогичные 
значения в условиях города в 2,6–3,6 раза, а ко-
личество сформированных за период вегетации 
листьев в 1,8–3 раза (табл. 3). Поверхность асси-
миляционного аппарата больше в 1,4–2,3 раза у 
контрольных растений.

Таблица 3 / Table 3
Феноритмические и морфометрические показатели Hosta decorata в 2020 г. в условиях городской среды 

Новосибирской области 
Phenorhythmic and morphometric parameters of Hosta decorata in 2020 in the urban environment 

of Novosibirsk Region 

Место сбора проб / 
Sample collection 

location

Дата отрастания 
цветения /

Date of regrowth  blooms

Высота, см / 
Height, cm

Длина : ширина листа, см / 
Length : sheet width, cm 

Количество 
листьев, шт. / 

Number of leaves, pc

Контроль / Control 12.05±0,4
26.06±0,5 94,3±0.1 25,9±0.7

14,6±0,6 54,2±0.8

Бердск / Berdsk 05.05 ±0,4
10.07 ±0,5 26,1±0.9 18,2±0.4

9,0±0,3 30,4±0.5

Кольцово / Koltsovo 06.05±0,4
15.07±0,5 35,3±0.4 17,0±0.6

6,0±0,5 18,4 ±0.2

Примечание. Различия достоверны при уровне значимости P = 0,95.
Note. Differences are signifi cant at the P = 0,95 signifi cance level.

Наблюдение за ритмом роста и развития 
исследуемых видов показало, что их отраста-
ние в городской среде ускорено из-за быстрого 
схода снега в городской среде. За период с мая 
по июль у растений в городской среде наблю-
далось замедление развития и цветение насту-
пало позднее на 14–19 дней по сравнению со 
сроками в контроле. В целом, изученные виды в 
городской среде Бердска и Кольцово прошли все 
фенологические фазы развития, от отрастания 

до цветения, отличались толерантностью при 
культивировании в миксбордерах с другими 
цветочно-декоративными растениями (рис. 4). 

Заключение 
При оценке состояния зеленых насаждений 

I. hybrida, H. lancifolia, H. albomarginata, H. decora-
ta в городской среде Бердска и Кольцово впервые 
установлено, что они приспособлены к условиям 
городской среды, несмотря на то что морфоме-

Л. Л. Седельникова, О. Л. Цандекова. Оценка содержания биологически активных веществ 
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трические показатели вегетативных органов 
меньше контрольных растений, они проходят 
все фенологические фазы развития от отрастания 
до цветения. Фитохимический анализ показал, 
что синтез аскорбиновой кислоты и танинов в 
листьях I. hybrida, H. lancifolia, H. albomarginata, 
H. decorata у контрольных растений усилен и 
ослаблен в условиях городской среды Бердска и 
Кольцово. Известно, что урбанизированная среда 
оказывает влияние на окислительные процессы 
вторичных метаболитов, влияющих на толерант-
ность клеточного аппарата у растений [2]. Таким 
образом, установлено, что уровень концентрации 
танинов и аскорбиновой кислоты в листьях рас-
тений в ответ на загрязнение городской среды 
понижен. Однако концентрация зольных элемен-
тов в листьях цветочно-декоративных растений 
в условиях городской среды значительно повы-
шена по сравнению с контрольными растениями. 
Специфика количественного содержания серы и 
зольности в листьях отличается у изученных ви-
дов. В городской среде листья I. hybrida, H. lanci-
folia, H. albomarginata, H. decorata аккумулируют 
в 1,4–1,7 раза больше зольных элементов, таких 
как калий, кальций, магний, железо, марганец, 
цинк и др., которые, как известно, находятся в 
золе после удаления органических веществ из 
фитомассы [3]. На основании полученных резуль-
татов более напряженная экологическая ситуа-
ция среди городов складывается таким образом: 
Бердск > Кольцово > ЦСБС (Советский район, 
г. Новосибирск). Условия городской среды слу-

жат стрессовым фактором и вызывают у расте-
ний так называемый адаптационный синдром 
[23]. По результатам оценки биохимических, 
морфометрических, ритмологических показа-
телей исследованные виды можно расположить 
следующим образом в порядке убывания устой-
чивости в цветниках городской среды: H. lanci-
folia > H. albomarginata > H. decorata > I. hybrida. 
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Аннотация. В последние годы особое внимание уделяется разработке технологий биоразрушения органополлютантов и поиску новых 
биодеструкторов. Накопление лигниноподобных соединений и синтетических красителей в окружающей среде представляет огром-
ную опасность не только для эко  систем и биоразнообразия, но и угрожает здоровью человека. Фенолоксидазы – это группа фермен-
тов, обладающих широкой субстратной специфичностью, способных к окислению многих полифенолов и ароматических аминов, их 
каталитические свойства обеспечивают возможность применения в качестве агентов биоремедиации. В данной работе представлены 
результаты исследования влияния ионов металлов на активность ферментов фенолоксидазного комплекса азоспирилл и способность 
к биоредукции органополлютантов. На примере двух штаммов Azospirillum baldaniorum Sp245 и Azospirillum brasilense SR80 показано, 
что внеклеточные лакказы, лигнин- и Mn-пероксидазы данных бактерий достаточно стабильны в присутствии исследуемых солей 
металлов. Отмечено снижение энзиматической активности исследуемых штаммов и угнетение эффективности биодеградации ор-
ганополлютантов ионами Zn2+. Установлена инду кция лакказной и лигнин-пероксидазной активности ионами меди, положительно 
коррелирующая со способностью азоспирилл к деградации лигнина. Анализ полученных данных показал, что для ферментов азо-
спирилл характерны ингибиторы и индукторы, аутентичные внеклеточным фенолоксидазам как грибного, так и бактериального 
происхождения.
Ключевые слова: Azospirillum, Mn-пероксидаза, лигнин-пероксидаза, лакказа
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The eff ect of metal salts on the activity of the phenol oxidase complex enzymes of bacteria of the genus Azospirillum
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Abstract. Recently, much attention has been paid to the development of technologies for biodegradation of organopollutants and the search 
for promising biodestructors. The environmental accumulation of lignin-like compounds and synthetic dyes poses a huge threat not only to 
ecosystems and biodiversity, but also to human health. Phenol oxidases are enzymes with broad substrate specifi city, with oxidizing ability 
towards various polyphenols and aromatic amines. Therefore the use of phenol oxydases as bioremediation agents is promising due to their 
unique catalytic properties. In this work we present the results of a study of the eff ect of metal ions on the activity of the azospirilla phenol oxidase 
complex. It was demonstrated that extracellular laccases of lignin- and Mn-peroxidases of strains Azospirillum baldaniorum Sp245 and Azospirillum 
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brasilense SR80 are quite stable in the presence of the studied metal salts. The enzymatic activity decreased and the eff ectiveness of the organo-
pollutants’ biodegradation effi  cacy was inhibited in the presence of Zn2+ ions. The laccase and lignin-peroxidase activity induced by copper ions 
positively correlated with the ability of lignin degradation by azospirillum. Analysis of the obtained data showed that inhibitors and inducers of 
authentic extracellular phenol oxidases of both fungi and bacteria are typical for azospirillum enzymes.
Keywords: Azospirillum, Mn-peroxidase, lignin peroxidase, laccase 
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Введение
В последние годы не ослабевает интерес к 

исследованию ферментов, входящих в фенолок-
сидазные и лигнинолитические комплексы гри-
бов и бактерий, в связи с их каталитическими 
особенн остями и возможностью широкого при-
кладного использования [1]. Лакказы, лигнин- и 
Mn-пероксидазы обладают большим потенциа-
лом для применения в сельском хозяйстве при 
деградации целлюлозы, гемицеллюлозы, лиг-
нина, а также в биоремедиации, в частности в 
деструкции органических загрязнителей, таких 
как полициклические ароматические углеводо-
роды, хлорфенолы, промышленные красители 
и нитроароматические соединения [2, 3]. Акту-
альным остается не только поиск продуцентов 
данных ферментов, но и изучение физиологии 
их синтеза [4]. Исследования, проведенные на 
сегодняшний день, демонстрируют как сход-
ства, так и различия каталитических свойств 
данной группы ферментов, продуцируемых 
различными организмами [5]. В наших преды-
дущих работах была обнаружена способность 
диазотрофов рода Azospirillum к продукции ряда 
внеклеточных фенолокисляющих ферментов. 
Ранее нами была установлена способность ряда 
штаммов бактерий родов Azospirillum к продук-
ции оксидаз и пероксидаз фенолоксидазного 
комплекса, показано участие данных бактерий 
в деструкции модельных препаратов лигнина и 
азокрасителей [6–9].

Ионы металлов могут играть роль как 
катализаторов, так и ингибиторов фенол окис-
ляющих ферментов [10, 11]. Актуальным явля-
ется исследование влияния ионов металлов на 
ферментативную биодеградации органопол-
лютантов, поскольку в промышленных стоках 
зачастую присутствуют ионы различных ме-
таллов [12]. 

Цель работы – изучение влияния солей 
металлов на продукцию внеклеточных лакказ, 
Mn- и лигнин-пероксидаз азоспириллами и 
эффективность бактериальной биодеструкции 
лигнина Классона и малахитового зеленого.

Материалы и методы
В настоящей работе были использованы два 

штамма азотфиксирующих ассоциативных бак-
терий рода Azospirillum: A. baldaniorum Sp245 и 
A. brasilense SR80, предоставленные коллекцией 
ризосферных микроорганизмов ИБФРМ РАН. 
Культивирование бактерий проводили при 37°C в 
колбах Эрленмейера (100 мл) на жидкой малатно-
солевой среде. При пассаже бактериальной куль-
туры в опытные колбы вносили CaCl2, CuSO4, 
MnSO4, MgSO4, NaCl, ZnSO4, в концентрации 1, 
5 и 10 мМ. В качестве модельного красителя, был 
выбран трифенилметановый краситель – малахи-
товый зеленый, рабочая концентрация 0,01 мМ. 
Пробы для определения лакказной, лигнин- и 
Mn-пероксидазной активности отбирали через 
7 дней. Удельную активность ферментов опреде-
ляли спектрофотометрически с использованием 
специфических субстратов согласно методике, 
описанной ранее, и выражали в единицах на 
1 мг белка [9]. 

Степень обесцвечивания красителя оцени-
вали через 7 суток культивирования по измене-
нию оптической плотности раствора при длине 
волны 600 нм, эффективность деколоризации 
рассчитывали по формуле [13, 14]:

%деградации  = 100 × 
Анач – Акон

Анач

и выражали в процентах от контроля. 
Лигниндеградирующую способность бак-

терий оценивали с использованием нитриро-
ванного лигнина. В работе использован мо-
дельный препарата лигнина (лигнин Классона), 
полученный из метанолизных опилок. Опре-
деление способности ферментов к деструк-
ции лигнина проводили в полистироловых 
96-луночных планшетах, на иммунофермент-
ном анализаторе Multiskan Ascent («Thermo 
Electron», China) в Центре коллективного 
пользования в области физико-химической био-
логии и нанобиотехнологии при длине волны 
414 нм («Симбиоз», ИБФРМ РАН), согласно 
методике [9]. 
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Эксперименты выполняли минимум в трёх 
повторностях в трёх независимых эксперимен-
тах, полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистического пакета анализа 
данных программы Excel Microsoft Offi ce XP. 

Результаты и их обсуждение
Было исследовано влияние ионов металлов 

на активность основных ферментов фенолок-
сидазного комплекса азоспирилл, а именно 
лакказ, лигнин- и Mn-пероксидаз, а также на 
способность данных бактерий к деградации 
лигнина Классона и малахитового зеленого. В 
предыдущих работах нами было показано, что 
штаммы A. baldaniorum Sp245 и A. brasilense SR80 
имеют высокую ферментативную активность и 
выраженную способность к деструкции модель-
ных соединений лигнина и биодеколоризации 
синтетических красителей [8, 9]. 

Воздействие ионов металлов на каталити-
ческие свойства ферментов многообразно и не 
всегда поддается четкой интерпретации. Ионы 
металлов участвуют в ферментативном катализе, 
играя важную роль во взаимодействии белка с 
лигандом, в результате чего могут изменяться 
как свойства центра связывания лиганда, так и 
самого каталитического центра [15]. В зависимо-
сти от типов взаимодействия ионов металлов с 
ферментом меняется его каталитическая актив-
ность, наибольшее значение при этом имеют 
ионы, участвующие в этапах биосинтеза фер-
мента, в том числе уже на уровне трансляции. 
В связи с этим исследования влияния ионов 
металлов на ферментативную активность имеют 
существенное прикладное значение. 

Для типичных фенолоксидаз как грибов, 
так и бактерий характерна стабилизация 
белковой глобулы в нативном состоянии за 
счет ионов кальция [16, 17]. Однако в нашем 
исследовании наблюдалось снижение актив-
ности лигнин-пероксидазы и лакказы для 
обоих взятых в эксперимент штаммов в при-
сутствии CaCl2 в среде (рис. 1). Активность 
Mn-пероксидазы A. baldaniorum Sp245 несу-
щественно повышалась при внесении в среду 
культивирования 1 мМ CaCl2, однако сни-
жалась прямо пропорционально увеличению 
концентрации соли (см. рис. 1). Присутствие 
NaCl в среде (даже в низких концентрациях) 
оказывало ингибирующий эффект на фермен-
тативный статус азоспирилл, активность всех 
исследуемых ферментов снижалась на 50%. 
Согласно данным литературы, продукция лак-
каз различными биообъектами ингибируется 
хлорид-ионами [18]. 

Мощными ингибиторами многих энзи-
матических реакций являются ионы тяжелых 
металлов [19, 20]. Культивирование азоспи-
рилл в среде с ZnSO4 в большей степени вли-
яло на продукцию Mn-пероксидаз и лакказ, 
чем лигнин-пероксидаз. Mn-пероксидазная и 
лакказная активность A. baldaniorum Sp245 и 
A. brasilense SR80 снижались на 50–90% по 
сравнению с контролем (см. рис. 1). Аналогич-
ное воздействие ионов цинка на продукцию 
оксидаз и пероксидаз фенолоксидазного ком-
плекса отмечалось для псевдомонад [12].

Медь, путем индукции окислительного 
стресса, вызывающего повреждение белков, 
также является ингибитором мн огих ферментов. 
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Рис. 1. Активность внеклеточной лигнин-пероксидазы (а), лакказы (б), Mn-пероксидазы (в) 
A. baldaniorum Sp245 ( ) и  A. brasilense SR80 ( ): 1 – контроль, 2 – 1 мМ MnSO4, 3 – 5 мМ MnSO4, 
4 –10 мМ MnSO4, 5 – 1 мМ CaCl2, 6 – 5 мМ CaCl2, 7 – 10 мМ CaCl2, 8 – 1 мМ ZnSO4, 9 – 5 мМ ZnSO4, 
10 – 10 мМ ZnSO4, 11 – 1 мМ MgSO4, 12 – 5 мМ MgSO4, 13 – 10 мМ MgSO4, 14 – 1 мМ CuSO4, 

15 – 5 мМ CuSO4, 16 – 10 мМ CuSO4, 17 – 1 мМ NaCl, 18 – 5 мМ NaCl, 19 – 10 мМ NaCl
Fig. 1. Activity of extracellular lignin peroxidase (a), laccase (b), Mn-peroxidase (c) A. baldanio-
rum Sp245 ( ) и A. brasilense SR80 ( ): 1 – control, 2 – 1 мМ MnSO4, 3 – 5 мМ MnSO4, 4 –10 мМ 
MnSO4, 5 – 1 мМ CaCl2, 6 – 5 мМ CaCl2, 7 – 10 мМ CaCl2, 8 – 1 мМ ZnSO4, 9 – 5 мМ ZnSO4, 
10 – 10 мМ ZnSO4, 11 – 1 мМ MgSO4, 12 – 5 мМ MgSO4, 13 – 10 мМ MgSO4, 14 – 1 мМ CuSO4, 

15 – 5 мМ CuSO4, 16 –  10 мМ CuSO4, 17 – 1 мМ NaCl, 18 – 5 мМ NaCl, 19 – 10 мМ NaCl

б/b

в/c

В то же время ионы Cu2+ являются кофакторами 
некоторых фенолоксидаз, например, в катали-
тическом центре голубых лакказ присутствуют 
четыре атома меди [21–23]. В ряде работ по-
казано, что внесение сульфатов меди в среду 

культивирования увеличивает лакказную актив-
ность как бактерий, так и грибов [4, 20, 24–26]. 
Медь регулирует продукцию лакказы уже на 
уровне транскрипции [27]. В ходе исследова-
ния мы также отмечали увеличение лакказной 

А
кт
ив
но
ст
ь,

 е
д.

/м
г

A
ct

iv
ity

, U
/m

g

1      2      3      4      5      6      7     8      9     10    11    12    13    14    15    16    17    18    19

А
кт
ив
но
ст
ь,

 е
д.

/м
г

A
ct

iv
ity

, U
/m

g

1      2      3      4      5     6      7     8      9     10    11    12   13    14    15    16    17    18   19



Биология 431

активности азоспирилл в присутствии ионов 
меди (см. рис. 1). В большей степени присутствие 
меди в среде стимулировало активность внекле-
точной лакказы штамма A. brasilense SR80, по 
сравнению с A. baldaniorum Sp245. Относитель-
но мало данных о влиянии меди на продукцию 
пероксидаз фенолоксидазного комплекса. Так, в 
некоторых работах показано, что внесение суль-
фатов меди в среду культивирования базидиоми-
цетов не влияет на продукцию Mn-пероксидазы 
и снижает активность лигнин-пероксидазы, в 
других, наоборот, увеличивает продукцию фер-
ментов [20, 24, 28, 29]. Данные о воздействии ио-
нов меди на активность пероксидаз бактериаль-
ного происхождения отсутствуют. При внесении 
сульфата меди в среду выращивания мы отме-
чали увеличение лигнин-пероксидазной актив-
ности более, чем на 50% для штамма A. baldanio- 

rum Sp245, и на 80% для A. brasilense SR80. В то 
же время ионы меди снижали Mn-пероксидазную 
активность, при этом отмечалась концентраци-
онная зависимость. 

Показано, что культивирование базидиоми-
цета Phanerochaete chrysosporium в присутствии 
солей марганца стимулирует продукцию перок-
сидаз лигнинолитического комплекса [30]. Вли-
яние ионов Мn2+ на продукцию Mn-пероксидаз 
идет на уровне транскрипции [31]. При анализе 
полученных нами данных установлена общая 
тенденция индукции ферментативной активности 
в присутствии низких концентраций марганца в 
среде (см. рис. 1). Высокие концентрации марганца 
снижали удельную активность Mn-пероксидазы 
A. brasilense SR80 на 20%, A. baldaniorum Sp245 
– на 50% и полностью ингибировали лакказную 
активность азоспирилл (рис. 2, 3). 

Рис. 2. Эффективность биодеградации малахитового зеленого A. baldaniorum Sp245 (а) 
и A. brasilense SR80 (б) в присутствии солей металлов: 1 – MnSO4, 2 – CaCl2, 3 – ZnSO4, 
4 – MgSO4, 5 – CuSO4, 6 – NaCl в концентрации 1 мМ ( ), 5 мМ ( ) и 10 мМ ( ) 

Fig. 2. Effi ciency of biodegradation of malachite green A. baldaniorum Sp245 (а) и 
A. brasilense SR80 (b) in the presence of metal salts: 1 – MnSO4, 2 – CaCl2, 3 – ZnSO4, 
4 – MgSO4, 5 – CuSO4, 6 – NaCl в концентрации 1 мМ ( ), 5 мМ ( ) и 10 мМ ( ) 
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Внесение ионов магния в культуральную 
среду снижало фенолоксидазную активность 
взятых в эксперимент штаммов, исключением 
является стимуляция продукции лакказы и Mn-
пероксидазы штаммом A. baldaniorum Sp245 при 
выращивании бактерий в присутствии 1 мМ 
MgSO4. Стоит отметить, что для Pseudomonas 
aeruginosa также показано снижение активности 
лакказ, лигнин- и Mn-пероксидаз при внесении 
сульфата магния в среду культивирования [12].

Далее мы проанализировали влияние ионов 
 металлов на способность азоспирилл к деколо-
ризации малахитового зеленого и разложению 
лигнина Классона. Оценку влияния ионов 
металлов на лигнинолитическую активность 

азоспирилл проводили с помощью детекции из-
менения оптической плотности раствора, проис-
ходящего вследствие образования окрашенных 
продуктов при деструкции молекулы лигнина. 
В работе использован лигнин Классона, ха-
рактеризующийся повышенным содержанием 
метоксильных групп и мономерных, димерных 
и олигомерных производных фенолов. 

Выращивание бактерий в присутствии NaCl 
во всем диапазоне исследуемых концентраций 
не оказывало существенного влияния на про-
цесс обесцвечивания красителя как штаммом 
A. baldaniorum Sp245, так и A. brasilense SR80 
(см. рис. 3), однако ингибировало лигнинде-
градацию. Ионы Mn2+ снижали эффективность 

Рис. 3. Деградация модельного препарата лигнина A. baldaniorum (а) и A. brasilense SR80 
(б)  в присутствии солей металлов: 1 – MnSO4, 2 – CaCl2, 3 – ZnSO4, 4 – MgSO4, 5 – CuSO4, 

6 – NaCl в концентрации 1 мМ ( ), 5 мМ ( ) и 10 мМ ( ), контроль 
Fig. 3. Degradation of the model preparation of lignin by A. baldaniorum Sp245 (а) и A. brasi-
lense SR80 (b) in the presence of metal salts: 1 – MnSO4, 2 – CaCl2, 3 – ZnSO4, 4 – MgSO4, 

5 – CuSO4, 6 – NaCl, 1 мМ ( ), 5 мМ ( ) и 10 мМ ( ), control 
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биодеградации малахитового зеленого бакте-
риями на 50% только при высоких концентра-
циях. По-разному влияло присутствие ионов 
Mg2+ на способность исследуемых штаммов к 
обесцвечиванию малахитового зеленого, для 
A. baldaniorum Sp245 отмечалась стимуля-
ция биодеколоризации на 10%, а для штамма 
A. brasilense SR80 – снижение эффективности 
обесцвечивания красителя на 18–36%. При этом 
высокие концентрации магния снижали также 
и лигнинолитическую активность взятых в экс-
перимент штаммов. 

Присутствие ионов Cu2+
 в среде культиви-

рование резко снижало обесцвечивание среды 
штаммом A. brasilense SR80. В то время как 
для A. baldaniorum Sp245 деколоризация инги-
бировалась только высокими концентрациями 
сульфата меди. Полученные нами данные со-
гласуются с рядом работ, в которых показано, 
что внесение CuSO4 в среду культивирования 
бактерий снижает процесс биоредукции син-
тетических красителей [32–34]. Известно, что 
при внесении 0,1 мМ CuSO4 степень деграда-
ции синтетических красителей представите-
лями Halomonas sp. снижается до 17,5%, а при 
0,5 мМ – ингибируется полностью [12], в то 
время как в нашей работе эффективность био-
деградации красителя штаммом A. baldaniorum 
Sp245 снижалась при внесении 10 мМ CuSO4, 
а при использовании более низких концентра-
ций наблюдалась стимуляция эффективности 
обесцвечивания. Отмечено, что присутствие в 
среде культивирования CuSO4 повышало эффек-
тивность окисления нитрированного лигнина 
(см. рис. 3), что коррелирует с увеличением 
уровня лакказной и лигнин-пероксидазной ак-
тивности (см. рис. 1). 

Присутствие солей цинка в среде выращива-
ния даже в концентрации 1мМ оказывало резкий 
ингибирующий эффект на способность азоспи-
рилл к обесцвечиванию малахитового зеленого, 
эффективность биодеградации снижалась более 
чем в 8 раз (см. рис. 2 ). Лигнинолитическая ак-
тивность взятых в эксперимент штаммов снижа-
лась под действием ионов цинка в 2  раза.

Заключение
Таким образом, в ходе проведенной экспе-

риментальной работы выявлено влияние ионов 
металлов на активность фе рментов фенолокси-
дазного комплекса азоспирилл. При сравнении 
полученных сведений с данными литературы 
выявлено, что для фенолоксидаз азоспирилл 
характерны ингибиторы и индукторы, аутен-
тичные внеклеточным ферментам фенолокси-

дазных комплексов как бактерий, так и грибов. 
Установлены общие закономерности индукции 
фенолоксидазной системы азоспирилл ионами 
меди и ингибирования энзиматического статуса 
бактерий при внесении хлорид-ионов. Показано, 
что ионы Zn2+ снижают активность лакказ и Mn-
пероксидаз азоспирилл, но не влияют на лигнин-
пероксидазную активность, при этом отмечается 
угнетение эффективности биодеградации синте-
тических красителей и модельных препаратов 
лигнина. Культивирование бактерий в среде с 
высоким содержанием марганца приводило к 
ингибированию активности всех исследуемых 
ферментов, однако в низких концентрациях 
Mn2+ стимулировал ферментативную активность 
азоспирилл. Установлена индукция лакказной и 
лигнин-пероксидазной активности ионами меди, 
положительно коррелирующая со способностью 
азоспирилл к деградации лигнина Классона. 
Полученные данные косвенно свидетельст ву-
ют о разнонаправленном действии ферментов 
фенолоксидазного комплекса в энзимологии раз-
ложения лигнина и деградации синтетических 
красителей.

На сегодняшний день в различные отрасли 
промышленности активно внедряются биоката-
литические методы и подходы, основанные на 
применении бактериальных ферментативных 
систем. В связи с этим главными тенденциями 
биотехнологии являются поиск новых биоката-
лизаторов, дизайн и исследование их свойств. 
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Аннотация. В работе представлены результаты изучения особенностей биологии Orthosiphon aristatus (Blume) Miq. (ортосифона ости-
стого) в условиях открытого и защищенного грунта Южного берега Крыма. Выявлены особенности цветения, строения мужских и жен-
ских генеративных структур. Установлено, что при выращивании в открытом грунте на фоне регулярного искусственного орошения 
активный рост и развитие Orthosiphon aristatus наблюдается при минимальной температуре воздуха не ниже +15 °С и температуре по-
верхности почвы не ниже +10 °С. Массовое цветение приходится на 2–3-ю декаду августа. В это время температура воздуха составляет 
+25 °С. В среднем продолжительность цветения одного растения составляет 25–40 дней. В строении цветка O. aristatus наблюдается 
явление геркогамии, способствующее перекрестному опылению. Спорогенная ткань в микроспорангии представлена одним, очень 
редко двумя, рядами крупных клеток с четко выраженными ядром и ядрышком. Пыльцевые зерна 3-клеточные, бóльшая их часть 
стерильна. Семязачаток O. aristatus анатропный, унитегмальный, медионуцеллятный, проводящий пучок доходит до халазы, четко 
выражен интегументальный тапетум. Созревание мужских и женских гамет не совпадает по времени, мужские гаметы опережают жен-
ские, т.е. наблюдается протандрия. Конец цветения O. aristatus приходится на конец сентября – начало октября. В сентябре в условиях 
теплицы возможно незначительное семяобразование.
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Abstract. The paper presents the results of the study of the biological features of Orthosiphon aristatus (Blume) Miq. (awned orthosiphon) in 
open ground conditions on the Southern Coast of the Crimea and in a greenhouse. Features of fl owering, structure of male and female generative 
structures are revealed. It has been established that when grown in open ground against the background of regular artifi cial irrigation, active 
growth and development of Orthosiphon aristatus is observed at a minimum air temperature not lower than +15 °C and a soil surface temperature 
not lower than +10 °C. Mass fl owering falls on the 2nd–3nd decade of August. At this time, the air temperature is +25 °C. On average, the duration 
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of fl owering of one plant is 25–40 days. In the structure of the fl ower of O. aristatus, the phenomenon of hercogamy is observed, which promotes 
cross-pollination. Sporogenic tissue in microsporangium is represented by one, very rarely two, rows of large cells with a clearly defi ned nucleus 
and nucleolus. Pollen grains are 3-celled, most of them are sterile. The ovule of O. aristatus is anatropic, unitegmal and media-nucellar, the vascular 
bundle reaches chalase and the integumental tapetum is clearly expressed. The maturation of male and female gametes does not coincide in time, 
protandry is observed. The end of fl owering of O. aristatus falls at the end of September – the beginning of October. In September, in protected 
ground conditions, slight seed formation is possible.
Keywords: introduction, Orthosiphon aristatus, Southern coast of the Crimea, Lamiaceae, generative structures
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Введение
Одна из актуальных на сегодняшний день 

проблем – это сохранение и увеличение био-
логического разнообразия, основным направ-
лением решения которой является интродукция 
растений и расширение их ареала. В связи с 
наблюдающимся в настоящее время изменением 
климата особенно актуально введение в культуру 
декоративных, эфиромасличных и лекарственных 
растений. Очень перспективным в этом отноше-
нии является семейство Lamiaceae, к которому 
относится множество ценных растений с разноо-
бразными возможностями использования. Одно 
из таких ценных лекарственных растений – это 
Orthosiphon aristatus (Blume) Miq. (ортосифон 
остистый), которое широко применяется при ле-
чении атеросклероза и гипертонической болезни, 
сопровождающихся нарушениями функции почек 
и печени. Рекомендуется совместное применение 
почечного чая с сердечными гликозидами при 
сердечно-сосудистой недостаточности. Настой 
почечного чая малотоксичен, обладает большой 
широтой терапевтического действия и при дли-
тельном применении не вызывает побочных эф-
фектов. Кроме того, растение весьма декоративно 
в период цветения, что позволяет применять его 
в садово-парковом хозяйстве. В связи с этим 
актуальным является выявление особенностей 
формирования генеративных структур, плодо- и 
семяобразования, и как следствие, определение 
оптимального способа размножения для последу-
ющего культивирования этого ценного растения 
в условиях Южного берега Крыма (ЮБК).

Материалы и методы
Orthosiphon aristatus (Blume) Miq. (ортосифон 

остистый) – представитель рода Orthosiphon под-
семейства Ocimoideae (базиликовые) семейства 
Lamiaceae (губоцветные). По информации базы 
данных The Plant List синонимом данного вида 

является Orthosiphon stamineus Benth (ортосифон 
тычиночный). O. aristatus – это вечнозеленый, 
ветвистый полукустарник, произрастает в есте-
ственных условиях Северной Австралии, Юж-
ном Китае и Юго-Восточной Азии, на территории 
СНГ возможно его культивирование в Средней 
Азии, Грузии и в Крыму. Листья у O. aristatus 
содержат гликозид ортосифонин, алкалоиды, 
эфирное и жирные масла, винную и лимонную 
кислоты, следы танина и др. соединения. Для 
получения лекарственных препаратов исполь-
зуются листья и флеши (верхушечные облис-
твенные побеги). Исследования проводились в 
период с 2019 по 2021 гг. на опытном участке 
лаборатории ароматических и лекарственных 
растений ФГБУН «Никитский ботанический 
сад – Национальный научный центр РАН» (НБС). 
Укорененные черенки ортосифона остистого 
высаживали в открытый грунт и в теплицу. 
Растения культивировали на почвосмеси, в 
равных частях состоящей из чернозема, торфа 
и песка. Фенологические наблюдения прово-
дили согласно методическим указаниям интро-
дукционных исследований, разработанным в 
отделе новых ароматических и лекарственных 
растений НБС [1]. Особенности цветения из-
учали согласно методическим рекомендациям 
Голубева, Волокитина и Пономарева [2–4]. Рас-
тительный материал фиксировали растворами 
Карнуа и FAA. Для изучения мужских и женских 
генеративных структур готовили постоянные 
препараты по общепринятым методикам [5–7], 
парафиновые срезы готовили с помощью ро-
тационного полуавтоматического микротома 
RMD-3000 (Россия). Окрашивали их метиловым 
зеленым и пиронином [8], а также гематоксили-
ном по разработанной в Ботаническом институте 
им. В. Л. Комарова (БИН) методике [9] с под-
краской алциановым синим. Анализ препаратов 
проводили с помощью микроскопа AxioScope A.1 
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(Carl Zeiss). Микрофотографии получены с по-
мощью системы анализа изображения Axio 
CamERc 5s (Carl Zeiss).

Результаты и их обсуждение
Естественно Orthosiphon aristatus произрас-

тает в области от тропической Азии до тропиче-
ской Австралии, встречается на опушках, вдоль 
ручьев и водоемов, не поднимаясь выше 500 м 
над уровнем океана. Характерными особенностя-
ми естественных мест произрастания является 
отсутствие резких колебаний температуры воз-
духа и почвы, в течение 9 месяцев идут дожди, их 
выпадает до 1500–2500 мм в год и как результат 
этого – высокая относительная влажность воз-
духа и почвы [10].

В местах естественного произрастания 
O. aristatus достигает 70–120 см высоты, на 
Южном берегу Крыма культивируется как 
однолетнее растение, и высота его доходит до 
50–65 см (рис. 1).

Рис. 1. Общий вид растения Orthosiphon aristatus 
(b – бутоны, of – раскрытые цветки, ls – боковые 

побеги)
Fig. 1. General view of the plant Orthosiphon aris-
tatus (b – buds, of – open fl owers, ls – lateral shoots)

соцветия, в соцветии располагаются двумя су-
противными полумутовками, каждая из которых 
имеет по 2–4 цветка. При каждой мутовке имеют-
ся мелкие жесткие прицветники. Закладка и раз-
витие цветков на побеге акропетальное (рис. 2, а), 
и на верхушке побега находятся самые молодые 
бутоны и цветки (рис. 2, б). Во время цветения 
растение очень декоративно (см. рис. 1 и 2, б).

Взрослое растение имеет мочковатую кор-
невую систему, ветвистые четырехгранные в 
нижней части темно-фиолетовые стебли, кото-
рые в верхней части зеленые. Листья короткоче-
решковые, супротивные, с оттянутой верхушкой, 
клиновидным основанием и крупными зубцами 
по краю. Цветки бледно-лиловые или бледно-фи-
олетовые, образуют верхушечные кистевидные 

Рис. 2. Фрагменты побегов Orthosiphon aristatus 
на разных стадиях развития

Fig. 2. Fragments of the Orthosiphon aristatus 
shoots at different stages of development

Для получения полноценных генеративных 
особей в открытом грунте укорененные черенки 
длиной 15–20 см высаживали в 1–2-й декаде мая, 
когда минимальная температура воздуха не опу-
скается ниже +10° С, а температура поверхности 
почвы – не ниже +5°С. Активный рост растений 
наблюдается уже спустя месяц после посадки. В 
это время минимальная температура воздуха до-
стигает отметки не ниже +15° С, а минимальная 
температура на поверхности почвы не опускается 
ниже +10° С. В теплое время года (с апреля по 
октябрь) на ЮБК, в сравнении с естественным 
ареалом вида, наблюдается недостаток атмосфер-
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ных осадков для нормального роста и развития 
растений, в связи с чем возникает потребность 
в искусственном их орошении. С момента вы-
садки растений в открытый грунт до массового 
цветения проходит 77–82 дня. Первые бутоны 
появляются в третьей декаде июля, а спустя 2 
недели наблюдается начало цветения. К слову, 
в естественных местах обитания начало цвете-
ния наблюдается на 29–38-й день или примерно 
через 4–5 недель после посадки [11]. Массовое 
цветение приходится на 2–3-ю декаду августа. 
В среднем продолжительность цветения одно-
го растения составляет 25–40 дней. На ЮБК 
O. aristatus формирует соцветие длиной от 7 до 
15 см, при этом длительность цветения одного 
соцветия составляет 8–15 дней, а одного цвет-
ка – 2–5 дней. Продолжительность цветения 
одного цветка и соцветия примерно совпадает с 
таковыми в условиях Ташкентского оазиса [12].

Цветок O. aristatus зигоморфный, чашечка 
колокольчатая, двугубая, верхняя губа округлая, 
плоская, нижняя – с четырьмя шиловидными 
зубцами (рис. 3). Венчик тоже двугубый, с тонкой, 
прямой трубкой, нижняя губа цельная, немного 
вогнутая, верхняя – широкая трехлопастная, сред-
няя лопасть с небольшой выемкой (см. рис. 2, б; 
4, а). Практически все части цветка покрыты 
эфиромасличными 4- и 8-клеточными железками.

Рис. 3. Чашечка цветка Orthosiphon aristatus 
(ulc – верхняя губа чашечки, llc – нижняя губа 

чашечки)
Fig. 3. Calyx of the Orthosiphon aristatus (ulc – 
upper lip of the calyx, llc – lower lip of the calyx)

Рис. 4. Фрагменты цветущих побегов Orthosiphon 
aristatus (up – верхний лепесток цветка, lp – ниж-
ний лепесток, c – чашечка, ulc – верхняя губа 
чашечки, llc – нижняя губа чашечки, p – пестик, 
ls – длинные тычинки, ss – короткие тычинки, 

wt – трубка венчика)
Fig. 4. Fragments of fl owering shoots of the Orthosiphon 
aristatus (up – upper petal of the fl ower, lp – lower 
petal, c – calyx, ulc – upper lip of the calyx, llc – lower 
lip of the calyx, p – pistil, ls – long stamens, ss – short 

stamens, wt – whisk tube)

Как и у многих видов семейства Lamiaceae 
[13, 14], андроцей четырехчленный, двусильный, 
представлен четырьмя тычинками с длинными, 
далеко выступающими из венчика тычиночны-
ми нитями, прикрепленными к трубке венчика, 
две тычинки короче двух других. Завязь верх-
няя, четырехраздельная, пестик состоит из двух 
плодолистиков, имеет длинный нитевидный 
гинобазический столбик, отходящий от осно-
вания, а не от верхушки завязи, и двулопастное 
рыльце (см. рис. 4, б).

Стенка микроспорангия развивается цен-
тробежно, и развитая состоит из эпидермиса, 
эндотеция, одного, изредка двух средних слоев 
и тапетума, состоящего из радиально вытяну-
тых клеток. Спорогенная ткань представлена 
одним, очень редко двумя, рядами крупных кле-
ток с четко выраженными ядром и ядрышком 
(рис. 5).

Стенка микроспорангия зрелого пыльни-
ка O. aristatus представлена деструктивными 
сплющенными остатками клеток эпидермиса, 
покрытого кутикулой, и фиброзным эндоте-
цием. Фиброзные утолщения особенно четко 
выражены на стенках, направленных к центру 
микроспорангия.

а/a

б/b
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Зрелая морфологически нормальная пыль-
ца шестиборозднопоровая, с сетчатой экзиной, 
3-клеточная, в массе пыльцы иногда встреча-
ются и 2-клеточные пыльцевые зерна. Генера-
тивная клетка крупная, стреловидная, спермии 
овальные. Оболочка пыльцевого зерна довольно 
толстая, шиповатая. Следует отметить, что в 
основном пыльцевые зерна стерильные и только 
единичные нормальные (рис. 6).

Рис. 5. Поперечные срезы пыльников Orthosiphon aristatus: eg – эфиромасличные железки, 
e – эпидермис, en – эндотеций, ml – средний слой, t – тапетум, st – спорогенная ткань

Fig. 5. Cross sections of the Orthosiphon aristatus anthers: eg – essential oil glands, e – epidermis, 
en – endothecium, ml – middle layer, t – tapetum, st – sporogenous tissue

Рис. 6. Пыльцевые зерна Orthosiphon aristatus: 
nvc – ядро вегетативной клетки, gc – генеративная 

клетка, sp – спермии
Fig. 6. Pollen grains of the Orthosiphon aristatus: 
nvc – the nucleus of the vegetative cell, gc – generative 

cell, sp – sperms

Рис. 7. Дифференциация и деление археспория 
Orthosiphon aristatus: arch – археспорий, pc – пари-

етальные клетки, sc – спорогенные клетки
Fig. 7. Differentiation and division of the archesporium 
Orthosiphon aristatus: arch – archesporium, pc – pa-

rietal cells, sc – sporogenous cells

Семязачаток O. aristatus анатропный, уни-
тегмальный, медионуцеллятный, проводящий 
пучок доходит до халазы, четко выражен инте-
гументальный тапетум.

Археспорий одно- или двуклеточный, в ре-
зультате деления образует первичные париеталь-
ную и спорогенную клетки (рис. 7). Спорогенная 
клетка дифференцируется в мегаспороцит, в ко-
тором в результате мейоза формируется тетрада 
мегаспор.

Тетрада мегаспор чаще всего линейная, 
но иногда встречаются и Т-образные тетрады. 

Функционирующей обычно является халазаль-
ная мегаспора (рис. 8), формирующая зародыше-
вый мешок Polygonum-типа, в строении которого 
довольно четко выделяются 3 зоны: зауженные 
микропилярная и халазальная и округлая цен-
тральная.

С. В. Шевченко др. Особенности биологии развития Orthosiphon aristatus (Lamiaceae) 
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Полярные ядра обычно сливаются до опло-
дотворения.

Следует заметить, что у O. aristatus ярко вы-
ражено явление протандрии – в то время, когда в 
микроспорангии уже полностью сформирована 
стенка, в семязачатке только дифференцирован 
археспорий; когда в микроспорангии мы наблюда-
ем двуклеточные пыльцевые зерна, в семязачатке 
– деление археспория; когда в микроспорангиях 
идет дифференцирующий митоз, в это время в 
семязачатке сформирована тетрада мегаспор.

Конец цветения O. aristatus приходится на 
конец сентября – начало октября, когда мини-
мальные среднесуточные температуры воздуха 
опускаются ниже +15° С. Последующее пони-
жение температуры приводит сначала к при-
остановке роста и развития растений, а затем к 
их гибели.

По мере цветения при выращивании в тепли-
це на единичных соцветиях в их нижней части 
могут образовываться плоды. Плод состоит из 
1–4 орешков, заключенных в неопадающую ча-
шечку. Цвет молодых незрелых семян варьирует 
от бледно-зеленого до белого, в то время как цвет 
зрелых семян может изменяться от красновато-
коричневого до темно-коричневого (рис. 9).

При выращивании O. aristatus на Южном 
берегу Крыма в открытом грунте полноценные 
плоды завязываются чрезвычайно редко и до 
созревания опадают. Весьма незначительное их 
количество может формироваться в закрытом 
грунте при среднесуточной температуре воз-
духа +25° С.

Рис. 9. Общий вид зрелых семян Ortho-
siphon aristatus

Fig. 9. General view of mature seeds Ortho-
siphon aristatus

Рис. 8. Три мегаспоры и двуядерный за-
родышевый мешок Orthosiphon aristatus: 
m – мегаспоры, bes – двуядерный зароды-

шевый мешок
Fig. 8. Three megaspores and a binuclear 
embryo sac of the Orthosiphon aristatus: 
m – megaspores; bes – binuclear embryo sac

Заключение
Анализируя полученные результаты изу-

чения развития O. aristatus при выращивании в 
условиях Южного берега Крыма, следует под-
черкнуть, что данный вид можно выращивать, 
используя в качестве посадочного материала 
черенки, так как полноценных семян он образует 
лишь незначительное количество. Поскольку 
гидротермические условия ЮБК отличаются 
выраженной климатической сезонностью, до-
вольно низкими температурами в осенне-зимний 
период и недостаточным количеством осадков, 
формирование мужских и женских генеративных 
структур, процессы опыления и последующего 
оплодотворения проходят с нарушениями, и в 
конечном итоге значительно ограничивают об-
разование полноценных плодов и семян.

Что касается особенностей формирования 
генеративных структур, то по основным чертам 
они подобны другим представителям семейства 
Lamiaceae: формирование стенки микроспо-
рангия центробежное, и сформированная она 
включает эпидерму, эндотеций, средний слой и 
тапетум. Спорогенная ткань однослойная, мор-
фологически нормальная зрелая пыльца, в основ-
ном, трехклеточная. Однако бóльшая часть пыль-
цевых зерен стерильна. Пестик состоит из двух 
плодолистиков, разделенных перегородками, что 
приводит к образованию завязи с четырьмя гнез-
дами. Завязь верхняя, столбик гинобазический, с 
нерасходящимися лопастями рыльца, длинный, 
выходит за пределы цветка. Зародышевый мешок 
моноспорический, Polygonum-типа.
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Необходимо также подчеркнуть, что в 
строении цветка O. aristatus наблюдается яв-
ление геркогамии, а также неодновременное 
созревание мужских и женских гамет, и в от-
личие от естественных мест произрастания 
длительность цветения особи довольно коротка, 
наличие насекомых-опылителей сомнительно, 
все это лимитирует эффективное опыление, 
последующее оплодотворение и формирование 
плодов и семян.

Кроме того, важными лимитирующими фак-
торами полноценного плодо- и семяобразования 
O. aristatus на ЮБК является сезонная смена вре-
мен года, особенно сильно выраженные летняя 
засуха и относительно низкие температуры в 
осенне-зимний период, которые не исключают 
использование вида в качестве источника ле-
карственного сырья, но только как однолетнего 
растения с применением в виде сырья листьев и 
облиственных верхних частей побегов (флешей). 
Благодаря своему декоративному виду в период 
цветения O. aristatus также может использовать-
ся в садово-парковом хозяйстве.
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Аннотация. Приведены результаты оптимизации методики изоляции протопластов из эпидермальных клеток корней кукурузы (Zea 
mays L.) линии Коричневый маркер (KM), в ходе которой были проведены скрининговые исследования по подбору состава и концен-
трации ферментов, соотношения времени ферментативной обработки растительного материала и объема ферментной смеси, концен-
трации осмотического агента, режима центрифугирования и размера пор фильтра, применяемого при очистке суспензии протопла-
стов. Выявлено, что оптимальное время для мацерации корневой ткани массой ~ 150 мг – 150 минут. Выход интактных протопластов 
составил ~ 4,4 ± 0,2 × 105 кл/мл при следующих концентрациях ферментов и осмотического стабилизатора: целлюлаза – 17,4, пекто-
лаза – 1,2, гемицеллюлаза – 0,07, D-маннит – 9,3%. Концентрация протопластов была в 23 раза выше (р < 0,05) при обработке рас-
тительной ткани в объеме 800 мкл ферментной смеси по сравнению с 200 мкл при равных концентрациях ферментов и осмотического 
стабилизатора. Установлено, что фильтрация 800 мкл суспензии протопластов через фильтр с размерами пор 15×15 мкм увеличивает в 
3,3 раза выход протопластов при концентрации ферментов: целлюлаза – 8,7, пектолаза – 0,6, гемицеллюлаза 0,035% по сравнению с 
фильтром с размерами пор 15×39 мкм. Дробное центрифугирование без предварительной фильтрации раствора и метод флотации не 
увеличивали количество протопластов при очистке суспензии от дебриса. В рамках исследования была проведена оценка остаточного 
количества протопластов и определена их сохранность после инкубации в течение  ~ 20 ч при +3 °C. После электропорации наблюда-
лось достоверное (р < 0,05) уменьшение количества протопластов в 2 раза.
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Abstract. We optimizes the composition and concentration of the enzymes, the time for enzymatic treatment and the volume of the enzyme 
mixture. We also optimized the concentration osmotic of agent, the centrifugation mode, and fi lter pore size for protoplasts isolating from epidermal 
cells of maize roots (Zea mays L.) of the Brown Marker (BM) line. It was found that 150 minutes is the optimal time for 150 mg root tissue macera-
tion. The yield of intact protoplasts was ~ 4.4 ± 0.2 × 105 cells/mL at the following concentrations of enzymes and osmotic stabilizer: cellulase 
– 17,4, pectolase – 1.2, hemicellulase – 0.07, D-mannitol – 9.3%. The the concentration of protoplasts was to 23 times higher (p < 0.05) in 800 
μl, compared with 200 μl of the enzyme mixture with equal concentrations of enzymes and osmotic stabilizer. It was found that fi ltration of 800 
μl protoplast suspension through a fi lter with a pore size of 15 × 15 microns increases the yield of protoplasts up to 3.3 times, compared with a 
fi lter with a pore size of 15×39. Fractional centrifugation without preliminary fi ltration of the solution and the fl otation method did not produce 
an increase in the yield of protoplasts. The residual number and protoplast wholeness after ~ 20 hours at +3 °C incubation was evaluated. The 
protoplast number decreased up to 2 times (p < 0.05) after electroporation.
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Введение
На современном этапе развития биотехноло-

гии изолированные протопласты растительных 
клеток широко используются для научных ис-
следований и в биотехнологических процессах 
[1]. В протопласты можно относительно легко 
вводить не только чужеродную ДНК/РНК [2], но 
и компоненты большего размера, например, хло-
ропласты [3], антитела [4] и малые молекулы [5], 
что может существенно повысить эффективность 
получения новых форм сельскохозяйственных 
культур. В связи с этим возникает необходимость 
получения протопластов клеток растений с не-
поврежденными органеллами, сохраненными 
функциями плазматической мембраны и про-
цессами метаболизма, что делает актуальными 
как подбор реактивов и режимов обработки ис-
ходного растительного материала, так и оценку 
нативности получаемых протопластов. 

Выбор растительного материала может 
оказывать решающее влияние на количество, 
размер, жизнеспособность и способность к ре-
генерации выделенных протопластов. В литера-
туре есть данные о получении протопластов из 
различных частей растения – листьев, корней, 
семядолей, гипокотилей, лепестков, черешков, 
пыльцевых зерен, плодов, а также из каллусных 
и суспензионных культур (на поздней стадии 
логарифмического роста, когда клеточные стенки 
легче поддаются деструкции), клеток водорос-
лей, клубеньков бобовых растений, раститель-
ных опухолей различного происхождения [6, 7]. 

Показано, что при выделении протопластов об-
лепихи (Hippophae rhamnoides L.) оптимальным 
является использование в качестве исходного 
материала каллусной массы, что обеспечивает 
высокую жизнеспособность интактных клеток 
и быстрое восстановление клеточной стенки в 
осмотически нейтральной среде [8]. 

Существует два основных способа получе-
ния протопластов клеток – механический (впер-
вые применил Клеркер в 1892 г. [цит. по 9] при 
выделении протопластов клеток листа телореза 
Stratiotes aloides), когда у плазмолированных кле-
ток надрезается клеточная стенка и протопласты 
выходят в среду, и принципиально отличающий-
ся − энзиматический способ получения прото-
пластов (Коккинг, в 1960 г. применил целлюлазу, 
выделенную из гриба Myrothecium verrucaria 
[10]), при котором клеточная стенка удаляется с 
помощью ферментов. Ферментативные методы 
получения протопластов имеют определенные 
преимущества по сравнению с механическими, 
такие как возможность единовременного полу-
чения большого количества протопластов, от-
сутствие высокого осмотического давления на 
формирующиеся протопласты, низкая степень 
повреждения клеток, сравнительная быстрота 
метода [11]. В литературе наиболее часто можно 
встретить описание смешанных (механическо-
энзиматических) способов изоляции протопла-
стов, сочетающих в себе ферментативное раз-
рушение клеточной стенки с предварительным 
измельчением растительной ткани. Для удаления 
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клеточной стенки используются ферменты 
трех типов – целлюлазы, гемицеллюлазы и 
пектиназы. Действие этих ферментов состоит в 
деструкции основных компонентов клеточной 
стенки, обеспечивающих ее механическую проч-
ность. Как правило, это препараты зарубежного 
производства – onozuka R10 (Япония), cellulysin 
(Швейцария), macerozyme R10 (США), helicase 
(Франция) или отечественные препараты – кси-
ланигрин и ксиланаза [12]. Однако в ряде случаев 
применение пектолитических и целлюлолитиче-
ских ферментов может не дать положительного 
результата из-за наличия в клеточных стенках 
компонентов, не подвергающихся разрушению 
под действием классических ферментных пре-
паратов. Поэтому подбор ферментов проводят 
на основании сведений об особенностях тканей 
и данных, имеющихся в литературе для тканей 
подобного типа.

Оптимально подобранная концентрация 
ферментов, pH среды, а также время экспозиции 
измельченной растительной ткани на среде с 
ферментами и площадь поверхности фрагмента 
растительного материала, подвергающейся об-
работке ферментами, значительно влияют на 
выход протопластов [13].

Предполагается, что значительные повреж-
дения протопластов при механическо-энзима-
тическом способе изоляции достигаются не 
только за счет механических воздействий при 
измельчении растительной ткани, но и вслед-
ствие выделения полифенольных продуктов 
жизнедеятельности и распада компонентов 
клеток. Снижению эффекта негативного воз-
действия веществ, выделяемых клетками в 
процессе высвобождения протопластов, спо-
собствует добавление дитиотреитола (DTT), 
гидролизата казеина, поливинилпирролидона, 
бычьего сывороточного альбумина (BSA) и ци-
стеина в среду на различных этапах изоляции 
и культивирования in vitro [8, 13–15]. Показано, 
что включение в ферментные препараты 0,05% 
раствора BSA и 0,5 мМ раствора DTT улучшает 
выход протопластов из корней кукурузы при-
мерно на 80% [13], а присутствие BSA улучшает 
выход протопластов также из ткани листьев ку-
курузы [14]. Предварительная обработка ткани 
корней кукурузы в 20 мМ растворе цистеина 
существенно улучшает выход изолированных 
протопластов, предположительно предотвра-
щая ингибирование ферментов, разрушающих 
клеточную стенку [15]. В то же время существу-
ют противоречивые данные, доказывающие, что 
предварительная обработка цистеином мало-
эффективна в отношении увеличения выхода 

протопластов из клеток корней кукурузы, что 
может быть связано с включением в раствор, 
содержащий ферменты, BSA и DTT в качестве 
протекторов [13].

Важным фактором , обеспечивающим 
максимальный выход протопластов, является 
правильный подбор концентрации D-маннита, 
выступающего в качестве осмотического ста-
билизатора, предотвращающего лизис или 
плазмолиз протопластов [1]. Стабильности про-
топластов также способствуют высокие концен-
трации двухвалентных ионов, воздействующих 
на мембранные системы клетки (Ca2+, Mg2+). 
Использование тиосульфата натрия в качестве 
антиоксиданта предотвращает повреждение 
здоровых протопластов гидролитическими фер-
ментами, которые экскретируются поврежден-
ными или лизированными во время выделения 
клетками [8, 16, 17].

Температурные условия изолирования 
протопластов могут варьировать в довольно 
широких пределах и их подбор осуществляется 
в индивидуальном порядке для определенного 
вида растительного материала. Снижение тем-
пературы инкубации растительной ткани мезо-
филла листа катарантуса розового (Сatharanthus 
roseus L.) в ферментной смеси до 10 ºС приводит 
к заметному возрастанию выхода протопластов, 
что может быть связано с уменьшением интен-
сивности деструктивных процессов. В случае 
чувствительных систем выделение протопластов 
также проводят при пониженной температуре 
(8–15° С) [18]. Инкубация ткани листьев табака 
(Nicotiana tabacum) в среде ферментного пре-
парата при 28–30° С [19] и мезофильных тканей 
листа озимой пшеницы при 50° С в условиях 
термостата [12] также приводит к максималь-
ному количеству изолированных протопластов. 
Показано, что большинство протопластов явля-
ются стабильными при комнатной температуре 
(23–28° С) [7]. 

Таким образом, условия для получения 
жизнеспособных протопластов растительных 
клеток со сниженным уровнем повреждения 
весьма индивидуальны для различных тканей и 
в каждом случае необходима предварительная 
работа по их оптимизации [20]. Достоверную 
оценку жизнеспособности растительных клеток 
и протопластов дает изучение их способности 
к регенерации клеточной стенки, делению и 
последующему органогенезу. Также доступен 
ряд экспресс-методов, которые позволяют оце-
нить процент жизнеспособных протопластов в 
суспензии. Эти методы основываются на реги-
страции метаболической активности, а также 

Ю. В. Красова и др. Оптимизация методики получения протопластов кукурузы 
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целостности и нативности плазматической мем-
браны клеток и протопластов [3]. В литературе 
описаны различного рода витальные красители, 
часто применяемые для выявления сохранения 
биохимических процессов и изменяющие свои 
оптические свойства в результате химических 
модификаций их структуры. Жизнеспособ-
ность выделенных протопластов может быть 
исследована добавлением красителя Эванса 
синего, флуоресцеина диацетата и нейтраль-
ного красного, накапливающегося в вакуолях, 
акридинового оранжевого, пропидий йодида 
[3, 13, 21].

Для оценки количества жизнеспособных 
протопластов также используется метод, осно-
ванный на разделении протопластов во время 
их осаждения в 30% растворе глюкозы в связи 
с различной плотностью (жизнеспособные 
протопласты имеют меньшую плотность, чем 
разрушенные и дебрис), в результате чего ин-
тактные клетки формируют компактную зону 
на поверхности раствора [16]. Показателем жиз-
неспособности протопластов также является 
способность к набуханию в гипотонических 
средах. С помощью метода деплазмолиза в 
средах со сниженной концентрацией осмотиче-
ского компонента можно не только определить 
жизнеспособность протопластов, но и оценить 
степень повреждения плазмалеммы, в то время 
как применение витальных красителей не всегда 
возможно и в ряде случаев дает противоречивые 
результаты (фрагменты разрушенных клеток 
могут окрашиваться даже более интенсивно, 
чем нативные протопласты) [3].

Показано, что протопласты остаются жиз-
неспособными после трансфекции, что делает 
возможным их дальнейшее культивирование 
и размножение растительных тканей [22]. В 
литературе присутствуют данные об успешном 
редактировании геномов различных растений, 
таких как табак, арабидопсис, салат, рис [23], 
виноград, яблоня [24], картофель [25], пшеница 
[26], соя и табак [27]. 

В рамках исследования временной экс-
прессии генов, получения стабильной транс-
формации и изучения клеточной физиологии как 
прокариотических, так и эукариотических (в том 
числе растительных) организмов широкое при-
менение находит метод электропорации [28–31]. 
В 1988 г. были получены первые полноценные 
трансгенные растения кукурузы из изолиро-
ванных протопластов суспензионной культуры 
эмбриогенных клеток кукурузы инбредной 
линии A188, успешно трансформированных 
методом электропорации [32].

В основе метода электропорации лежит воз-
действие на клетку электрического поля высо-
кой интенсивности, которое временно дестаби-
лизирует мембрану и приводит к образованию 
пор, при этом мембрана становится проницаема 
для экзогенных молекул, присутствующих в 
реакционной среде. В литературе есть данные 
о гибели около 50% обрабатываемых клеток в 
результате неравномерной интенсивности воз-
действующего электрического поля [31]. При 
этом трансформации подвергаются от 30 до 70% 
выживших клеток [33] и количество трансфор-
мированных клеток находится в зависимости от 
таких параметров, как напряжение, подаваемое 
на электрод, напряженность электрического 
поля, размеры кюветы и время импульса [34]. 
В связи с этим подбор параметров и условий 
проведения электропорации может дать при-
оритетные данные о возможности повышения 
эффективности геномного редактирования 
живых организмов. 

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили 

растения кукурузы (Zea mays L.) линии Корич-
невый маркер (КМ), созданной Чейзом [35] и 
полученной из Национального зернового центра 
имени П. П. Лукьяненко (Краснодар, Россия). 
Протопласты выделяли из эпидермальных кле-
ток корней кукурузы в два этапа по методике 
[36] с нашими модификациями. На первом этапе 
зерновки (~175 шт.) стерилизовали в 250 мл «Бе-
лизны» (действующее вещество − гипохлорит 
натрия) в стеклянном стакане с периодическим 
встряхиванием в течение 8 минут. Семена 
5-кратно промывали эквивалентным объемом 
(250 мл) воды и помещали на лист смоченной 
водой фильтровальной бумаги, распределяли в 
ряд по краю длинной стороны бумаги, сверху 
накрывали листом бумаги. Листы бумаги свора-
чивали в рулон и обвязывали лентой чуть ниже 
уровня семян, на уровне нижней части бумаги. 
Каждый рулон заворачивали в слой фольги для 
предотвращения попадания на корни прямых 
солнечных лучей и помещали в пластиковый 
контейнер, наполненный водой до уровня 
¼ высоты рулона (7 рулонов по ~25 зерен). 
Зерновки инкубировали в течение 5 суток при 
24° C при интенсивности освещенности 4400 лк 
(продолжительность светового дня − 16 ч). На 
6-е сутки наблюдали хорошо развитые первич-
ные, вторичные и придаточные корни. 

На втором этапе производили измельчение 
корневой ткани с помощью скальпеля для об-
легчения доступа смеси ферментов к клеткам 
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корня и получения протопластов в растворе фер-
ментной смеси. Первичные корни длиной 4–5 мм 
(~ 150 мг) переносили в пробирку Eppendorf 
(0,6 мл), содержащую 200 мкл раствора для пред-
варительной обработки (сорбит D (+) (Реахим, 
Россия (ч)), 2,9%; L-цистеин (Диаэм, Россия), 
0,03%, и инкубировали при комнатной темпера-
туре в течение 45 мин. 

После обработки раствор удаляли пипет-
кой, избегая повреждения ткани корней, корни 
промывали дистиллированной водой, помеща-
ли на чашку Петри, содержащую 200, 800 мкл 
раствора для ферментной обработки (маннитол 
D (-) (Реахим, Россия (ч)), 7,3%; 2-morpholin-4-
ylethanesulfonic acid (MES) (Helicon, Россия), 
0,4%; KCl (Реахим, Россия (ч)) 0,06%, CaCl2 
(Реахим, Россия) 0,04%; BSA (Serva, Германия), 
0,00004%, pH раствора − 5,7; целлюлаза из Tri cho-
derma viride 1,8 ед/мг (Serva, Германия), 8,7%; 
17,4%; пектолаза из Rhizopus sp. 0,456 ед/мг 
(Sigma, США), 0,6%; 1,2%; гемицеллюлаза 
из Aspergillus niger 1,5 ед/мг (Sigma, США), 
0,035%; 0,07%) и разрезали скальпелем на сег-
менты ~ 1 мм, затем переносили в стеклянную 
пробирку 5 мл и инкубировали под наклоном 
при покачивании 60 об/мин (временной ин-
тервал – от 90 мин до ~ 20 ч). Предварительно 
проводили скрининговые исследования для по-
иска оптимальных концентраций ферментов и 
осмотического агента для наибольшего выхода 
жизнеспособных клеток.

После инкубации среду несколько раз пере-
мешивали до помутнения. Раствор, содержащий 
корни и протопласты, фильтровали через ней-
лоновые фильтры с размерами пор 15 × 15 мкм, 
15 × 39 мкм. Также применяли дробное цен-
трифугирование без предварительной филь-
трации раствора с протопластами по схеме: 
центрифугирование 300 g в течение 5 мин 
далее центрифугирование супернатанта 500 g 
в течение 3 мин.

С целью очистки раствора протопластов от 
клеточных обломков был применен метод флота-
ции, основанный на более низкой плотности про-
топластов, чем плотность органелл или остатков 
клеточных стенок. После фильтрации раствор, 
содержащий протопласты, центрифугировали 
(500 g в течение 3 мин), осадок ресуспендирова-
ли в 100 мкл раствора для отмывки: маннитол 
D (-) (Реахим, Россия), 7,3%, 8,3%, 9,3%, 10,3%, 
11,3%; MES (Helicon, Россия), 0,4%; KCl (Реахим, 
Россия (ч)), 0,15%; CaCl2 (Реахим, Россия), 0,11%; 
BSA (Serva, Германия), 0,00001%; pH раствора 
5,7. Далее отфильтрованный раствор наслаивали 

(пипеткой по стенке, не смешивая с раствором 
маннитола) поверх 200 мкл 20% раствора ман-
нитола и центрифугировали (300 g в течение 
3 мин). Пипеткой на 200 мкл отбирали интерфазу, 
расположенную между слоем раствора маннито-
ла и слоем отмывочного раствора.

Подсчет протопластов проводили на микро-
скопе DM 2500 (Leiсa, Германия) при увеличении 
100 − 400× на камере Горяева по 16 большим 
(S = 0,16 мм2) квадратам, включающим 256 
малых квадрата, расположенным по диагонали 
(учитывали протопласты, расположенные либо 
полностью внутри квадрата, либо на верхней и 
правой границах квадрата). При подсчете ис-
пользовали формулу [37]:

N = a × 103 / h × S, 
где N – искомое количество протопластов в 
1 мл суспензии, a – среднее количество клеток 
в квадрате сетки, 103 – коэффициент перевода 
[см3] в [мм3], h – глубина камеры, мм, S – площадь 
квадрата сетки, мм2.

Электропорацию протопластов проводили 
с помощью электропоратора MicroPulser (Bio-
Rad, США) в кювете с шириной зазора между 
электродами 5 мм. Кювету предварительно 
охлаждали на льду, 150 мкл суспензии про-
топластов помещали в кювету и подвергали 
электропорации при напряжении 250 В и вре-
мени импульса 5 мс (0,5 кВ/см). После электро-
порации кювету переносили на лед, отбирали 
20 мкл и проводили оценку количества прото-
пластов на микроскопе DM 2500 (Leiсa, Герма-
ния) при помощи камеры Горяева. Оставшееся 
количество суспензии протопластов инкуби-
ровали в течение ночи при температуре + 3°C 
для проведения оценки остаточного количества 
протопластов. Статистическую обработку 
результатов осуществляли с использованием 
программ Microsoft Offi ce Excel 2010. 

Результаты и их обсуждение
Существенным моментом, обеспечива-

ющим выделение максимального количества 
протопластов, является правильное сочетание 
ферментов, разрушающих клеточную стенку 
растений, а также поддержание клетки в состо-
янии плазмолиза путем создания повышенного 
осмотического давления снаружи клетки. На 
степень мацерации растительной ткани также 
в значительной степени влияет время фермента-
тивной обработки. Зависимость количества изо-
лированных клеток от длительности обработки 
была исследована во временном интервале 
90–180 мин (рисунок, а–г). 
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Протопласты, полученные после ферментативной обработки в течение 90 мин (а), 120 мин (б), 
150 мин (в), 180 мин (г); протопласты, полученные после ферментативной обработки в течение 150 мин 
в объеме 800 мкл ферментативного раствора с концентрацией ферментов 1 (3,6 × 105 кл/мл) (д), в объеме 
200 мкл ферментативного раствора с концентрацией ферментов 1 (15,6 × 103 кл/мл) (е); протопласты, 
обнаруженные в осадке после ферментативной обработки в течение 150 мин и первого раунда дробного 
центрифугирования 300 g × 5 мин (ж); протопласты, обнаруженные в интерфазе после ферментативной 
обработки в течение 150 мин и второго раунда дробного центрифугирования с 20% раствором маннитола 
300 g × 3 мин (з); протопласты (800 мкл ферментативного раствора, конц. 2) после инкубации при +3 ºC 
в течение ночи (3,4 × 105 кл/мл) (и). Микроскопия выполнена на микроскопе DM 2500 (Leiсa, Германия) 

при увеличении 400×
Figure. Protoplasts obtained after enzymatic treatment during 90 min (a), 120 min (b), 150 min (c), 180 min (d); 
protoplasts obtained after enzymatic treatment during 150 min in 800 μl of an enzymatic solution with an enzyme 
concentration No.1 (3,6 × 105 cell/mL) (e), in 200 μl of an enzymatic solution with an enzyme concentration 
No. 1 (15,6 × 103 cell/mL) (f); protoplasts found in sediment after enzymatic treatment during 150 min and the 
fi rst centrifugation (300 g for 5 min) (g); protoplasts found in the interphase after enzymatic treatment during 
150 min and the second centrifugation with 20% mannitol solution (300 g for 3 min) (h); protoplasts (800 μl of 
enzyme solution, conc. 2) after overnight incubation at +3 ºC (3,4 × 105 cells/mL) (i). Microscopy was performed 

at DM 2500 microscope (Leica, Germany) with a 400× magnifi cation

Показано, что оптимальное время для 
мацерации корневой ткани кукурузы (Zea 
mays L.) линии КМ массой ~ 150 мг составляет 
150 мин., при этом максимальный выход про-
топластов эпидермальных клеток достигается 
при концентрации осмотического стабилиза-
тора – 9,3% (D-маннит). 

Объем  смеси ,  в  котором  происходит 
процесс ферментации, также оказывал суще-
ственное влияние на выход протопластов. В 
варианте объема 800 мкл наблюдали концен-
трацию протопластов достоверно (р < 0,05) в 
23 раза выше относительно варианта 200 мкл 
при прочих равных условиях (см. рисунок, 

а/a б/b в/c

д/eг/d е/f

ж/g з/h и/i
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д–е). В таблице приведены данные по выходу 
протопластов в зависимости от концентра-
ции ферментов, объема ферментной смеси 

и размера пор фильтра (время экспозиции 
корневой ткани при ферментной обработке − 
150 мин).

Выход протопластов (кл/мл) в зависимости от концентрации ферментов, объема ферментной смеси 
и типа фильтра

Table. Yield of protoplasts (cells/mL) depending on the concentration of enzymes, the volume of the enzyme mixture 
and the type of fi lter

Концентрация ферментов 
в составе ферментной смеси, % /

The concentration of enzymes 
in the composition of the enzyme 

mixture, %

Выход протопластов при ферментной обработке корневой ткани, 103 кл/мл
Yield of protoplasts during enzymatic treatment of root tissue, 103 cells/mL

Объем ферментативной смеси, мкл / Enzyme mixture volume, μl

200 мкл / 200 μl 800 мкл / 800 μl

Размер пор фильтра, мкм / Filter pore size, μm

15×15 15×39 15×15 15×39

Целлюлаза / Cellulase − 8,7,
Пектолаза / Pectolase − 0,6,
Гемицеллюлаза / Hemicellulase − 0,035

15,6 ± 6,5 НО /
ND 360 ± 30 110 ± 10 

Целлюлаза / Cellulase − 17,4,
Пектолаза / Pectolase − 1,2, 
Гемицеллюлаза / Hemicellulase − 0,07

51 ± 10 63 ± 10 НО /
ND 440 ± 20 

Примечание. НО – не определяли.
Note. ND – did not defi ne.

Концентрация ферментов, рассчитанная 
согласно методике [36] на объем ферментатив-
ной смеси 200 мкл (целлюлаза − 17,4%, пекто-
лаза − 1,2%, гемицеллюлаза – 0,07% (конц. 2)), 
дает в 3–4 раз больший выход протопластов по 
сравнению с вдвое сниженной концентрацией 
(целлюлаза − 8,7%, пектолаза − 0,6%, гемицел-
люлаза − 0,035% (конц. 1)) (см. таблицу). Следует 
отметить, что среди выделенных протопластов 
присутствовало множество клеток с повреж-
денной клеточной стенкой, не поддающихся 
деплазмолизу.

В работе были также применены различные 
фильтры при очистке суспензии протопластов 
от немацерированной ткани и дебриса (размеры 
пор – 15 × 15, 15 × 39). Установлено, что при 
фильтрации 800 мкл суспензии протопластов ис-
пользование фильтра с размерами пор 15 × 15 мкм 
увеличивает выход протопластов в 3,3 раза, 
по сравнению с фильтром с размерами пор 
15 × 39 мкм. 

С целью очистки раствора протопластов от 
клеточных обломков наряду с фильтрами с раз-
мерами пор 15 × 15 и 15 × 39 мкм было применено 
дробное центрифугирование без предваритель-
ной фильтрации. При этом предполагалось, 
что непереваренная ткань и дебрис остаются в 
супернатанте после второго раунда центрифу-
гирования, а протопласты выпадают в осадок. 
Тем не менее, протопласты уходили в осадок уже 

при первом центрифугировании (см. рисунок, 
ж). Апробирован метод флотации, основанный 
на более низкой плотности протопластов, чем 
плотность органелл или остатков клеточных 
стенок. Протопласты были обнаружены в осад-
ке после первого раунда центрифугирования и 
в интерфазе после центрифугирования с 20 % 
раствором маннитола (с тем же количеством 
клеточных обломков, которое было до флотации) 
(см. рисунок, з).

Микроскопическая оценка в камере Го-
ряева остаточного количества протопластов, 
полученных после ферментной обработки в 
800 мкл ферментного раствора с повышенной 
концентрацией ферментов (конц. 2), показа-
ла сохранность клеток после инкубации при 
+3 ºC в течение ~20 ч (см. рисунок, и). Оста-
точное количество протопластов после про-
ведения электропорации достоверно (р < 0,05) 
снижалось в 1,7 раза до ~1,2 ± 0,1 × 105 кл/мл 
(при исходной концентрации протопластов в 
суспензии ~2 ± 0,2 × 105 кл/мл).

Заключение
При оптимизации методики получения 

протопластов эпидермальных клеток корней 
кукурузы (Zea mays L.) линии КМ были прове-
дены скрининговые исследования по подбору 
состава и концентрации ферментов, соотноше-
ния времени ферментативной обработки расти-
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тельного материала и объема ферментной смеси, 
концентрации осмотического агента, режима 
центрифугирования и размера пор фильтра, 
применяемого при очистке суспензии протопла-
стов. Выход интактных протопластов составил
~4,4×105 кл/мл (концентрация ферментов и 
осмотического стабилизатора: целлюлаза −
17,4%, пектолаза – 1,2%, гемицеллюлаза – 0,07%,
D-маннит – 9,3%; объем ферментативной смеси −
800 мкл; размеры пор фильтра – 15 × 39 мкм). 
Концентрация протопластов наблюдалась в 
23 раза выше (р < 0,05) при обработке расти-
тельной ткани в объеме 800 мкл ферментной 
смеси по сравнению с 200 мкл при равных 
концентрациях ферментов и осмотического 
стабилизатора. Оценка остаточного количества 
протопластов показала сохранность клеток 
после инкубации в течение ~20 ч при +3° C. 
После проведения электропорации количество 
протопластов достоверно уменьшалось в 2 раза 
(р < 0,05).
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Аннотация. В результате ревизии гербарных образцов тимьянов (Thymus, Lamiaceae), собранных в центральной части Российского 
Кавказа (Кабардино-Балкарская Республика, Карачаево-Черкесская Республика, Республика Северная Осетия-Алания, Ставропольский 
край) и переданных в Гербарий Института экологии Волжского бассейна РАН (PVB) определено 17 видов рода Thymus: T. buschianus Klokov 
et Des.-Shost., T. caucasicus Willd. ex Ronniger, T. daghestanicus Klokov et Des.-Shost., T. elisabethae Klokov et Des.-Shost., T. latissimus Klokov, 
T. lipskyi Klokov et Des.-Shost., T. mashukensis Klokov, T. menitskyi Vasjukov, T. nummularius M. Bieb., T. osseticus Vasjukov, T. pastoralis Iljin ex Klokov, 
T. pseudonummularius Klokov et Des.-Shost., T. pseudopulegioides Klokov et Des.-Shost., T. rarifl orus K. Koch, T. teberdensis Klokov, T. terekensis Klokov, 
T. transcaucasicus Ronniger. 
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Abstract. As a result of the revision of herbarium samples of Thymus (Lamiaceae) collected in the central part of the Russian Caucasus (Kabar-
dino-Balkarian Republic, Karachay-Cherkess Republic, Republic of North Ossetia-Alania, Stavropol Territory) and transferred to the Herbarium 
of the Institute of Ecology of the Volga river basin of the Russian Academy of Sciences (PVB), 17 species of the genus Thymus were identifi ed: 
T. buschianus Klokov et Des.-Shost., T. caucasicus Willd. ex Ronniger, T. daghestanicus Klokov et Des.-Shost., T. elisabethae Klokov et Des.-Shost., T. latis-
simus Klokov, T. lipskyi Klokov et Des.-Shost., T. mashukensis Klokov, T. menitskyi Vasjukov, T. nummularius M. Bieb., T. osseticus Vasjukov, T. pastoralis 
Iljin ex Klokov, T. pseudonummularius Klokov et Des.-Shost., T. pseudopulegioides Klokov et Des.-Shost., T. rarifl orus K. Koch, T. teberdensis Klokov, 
T. terekensis Klokov, T. transcaucasicus Ronniger. 
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Введение
Род Thymus L. – одна из самых сложных 

групп Lamiaceae с точки зрения систематики и 
диагностики. 

По нашим данным, во флоре Российского 
Кавказа насчитывается 33 морфологически, 
экологически и географически дифференци-
рованных вида рода Thymus [1–6]. Большое и 
оригинальное видовое разнообразие тимьянов 
Кавказа обусловлено достаточно древним ви-
дообразовательным процессом адаптивного 
характера по горно-пустынному и неморальному 
географическим типам.

Материалы и методы
В результате ревизии около 100 гербарных 

образцов тимьянов (Thymus), собранных в 2015–
2017 гг. в центральной части Российского Кавказа 
(Кабардино-Балкарская Республика, Карачаево-
Черкесская Республика, Ставропольский край) 
и переданных в Гербарий Института экологии 
Волжс кого бассейна РАН (PVB) определено 17 
видов, дополняющих представления о составе 
и распространении отдельных таксонов [1–6]. 

Ниже приведены сведения об этих гербар-
ных образцах, которые все собрал М. И. Никель-
шпарг и определил В. М. Васюков. 

Результаты и их обсуждение
1. Thymus buschianus Klokov et Des.-Shost. 

(Тимьян Буша):
– Россия, Карачаево-Черкесская Республи-

ка, Малокарачаевский р-н, окрестности плато 
Бермамыт, 2 км от плато в сторону Долины 
Нарзанов, на южном склоне, 1920 м над ур. м., 
28.VII.2015, М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
Малокарачаевский р-н, окрестности плато Бер-
мамыт, 1 км от плато в сторону Долины Нарза-
нов, на южном склоне, на камнях, 1898 м над ур. 
м., 28.VII.2015, М. Никельшпарг.

Общее распространение: Главный Кавказ-
ский хребет. 

2. Thymus caucasicus Willd. ex Ronniger (Ти-
мьян кавказский): 

– Россия, Карачаево-Черкесская Респуб-
лика, Зеленчукский р-н, окр. с. Архыз, южные 
и юго-восточные склоны в долине реки Малая 
Дукка, по тропе от коша до слияния Малой Дук-
ки и Дукки, 22.VIII.2017, М. Никельшпарг (2 экз.).

Общее распространение: Главный Кавказ-
ский хребет. 

3. Thymus daghestanicus Klokov et Des.-Shost. 
(Тимьян дагестанский): 

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Зольский р-н, южный склон в окрестностях 
Долины Нарзанов, 30.VII.2015, М. Никельшпарг 
(3 экз.).

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Зольский р-н, Северное Приэльбрусье, урочи-
ще Джилы-Су, близ водопада Султан, 23.VII.2015, 
М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
Зеленчукский район, пос. Нижний Архыз, Спе-
циальная астрофизическая обсерватория РАН, 
26.VIII.2016, М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, Зольский р-н, Приэльбрусье, по южному 
склону вблизи водопада Султан и вдоль тропы 
на Серебряный источник, 30.VI.2017, М. Никель-
шпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Былым, окр. Былымского озера, 29.VI.2018, 
М. Никельшпарг.

Общее распространение: Скалистый хребет 
и горы Дагестана (Российский Кавказ).

4. Thymus elisabethae Klokov et Des.-Shost. 
(Тимьян Елизаветы):

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Баксанское ущелье, 30.VI.2018, М. Никель-
шпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, окр. г. Тырныауз, 29.VI.2018, М. Никельшпарг 
(2 экз.).

Эндемик Скалистого хребта (Российский 
Кавказ).

5. Thymus latissimus Klokov (Тимьян широ-
чайший): 

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, Эльбрусский р-н, окр. с. Эльбрус, При-
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эльбрусье, ущелье Адыл-Су, на крутом южном 
склоне около действующей пушки, 27.VI.2017, 
М. Никельшпарг (4 экз.).

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, окр. Эльбруса, 28.VI.2018, М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Респуб-
лика, окр. г. Тырныауз, у озера, 29.VI.2018, 
М. Никельшпарг.

Эндемик Скалистого хребта (Российский 
Кавказ).

6. Thymus lipskyi Klokov et Des.-Shost. (Ти-
мьян Липского):

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, Эльбрусский район, ущелье Адыл-Су, 
15.VI.2016, М. Никельшпарг (2 экз.).

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, перевал с Бымыма на Чегем, Актопрак, 
1400 м над ур.м., 30.VI.2018, М. Никельшпарг.

Общее распространение: западная часть 
Главного Кавказского хребта.

7. Thymus mashukensis Klokov (Тимьян ма-
шукский):

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, окр. с. Верхняя Балкария, Черекское ущелье, 
16.VI.2016, М. Никельшпарг.

Эндемик Северного и Восточного Кавказа 
(Российский Кавказ).

8. Thymus menitskyi Vasjukov (Тимьян Ме-
ницкого): 

– Россия, Ставропольский край, г.о. Кисло-
водск, парк, 31.VI.2017, М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Эльбрусский р-н, по дороге из г. Тырныауза на 
гору в пос. Эльбрус, 12.VI.2016, М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, Эльбрусский район, ущелье Адыл-Су, 
19.VI.2016, М. Никельшпарг (2 экз.).

– Россия, Ставропольский край, г.о. Кисло-
водск, между пос. Индустрия и границей с Ка-
рачаево-Черкесской Республикой, вдоль дороги 
из Кисловодска на Джилы-Су, Кабардинский 
хребет, 30.VI.2017, М. Никельшпарг (4 экз.).

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, окр. г. Тырныауз, 29.VI.2018, М. Никельшпарг 
(3 экз.).

Эндемик Российского Кавказа.
9. Thymus nummularius M. Bieb. (Тимьян 

монетный): 
– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 

Малокарачаевский р-н, окрестности плато Бер-
мамыт, 1 км от плато в строну Долины Нарзанов, 
на южном склоне, 28.VII.2015, М. Никельшпарг 
(4 экз.).

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Зольский р-н, Кавказские минеральные воды, 

Долина Нарзанов, предгорья Скалистого хребта 
Большого Кавказа, долина реки Хасаут (невдале-
ке от ее впадения в Малку, бассейн реки Терек), 
1300 м над ур. м., 21.VII.2015, М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
пос. Архыз, река Малая Дукка, на южных скло-
нах, 26.VIII.2016, М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, окр. Эльбруса, 28.VI.2018, М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Баксанское ущелье, 30.VI.2018, М. Никель-
шпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, перевал с Бымыма на Чегем, Актопрак, 
1400 м над ур.м., 30.VI.2018, М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республи-
ка, Теберда, Мухинское ущелье, 22.VIII.2016, 
М. Никельшпарг.

Общее распространение: Главный Кавказ-
ский хребет.

10. Thymus osseticus Vasjukov (Тимьян осе-
тинский): 

– Россия, Республика Северная Осетия-Ала-
ния, Цейское ущелье, южный склон, 1600 м над 
ур.м., 04.VII.2018, М. Никельшпарг (2 экз.).

Эндемик Цейского ущелья (Российский 
Кавказ).

11. Thymus pastoralis Iljin ex Klokov (Тимьян 
пастуший): 

– Россия, Ставропольский край, г.о. Кисло-
водск, пос. Индустрия, по дороге на Джилы-Су, 
место отдыха Бараны, 30.VII.2015, М. Никель-
шпарг (2 экз.).

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
Зеленчукский р-н, с. Архыз, у входа в пещеру неда-
леко от села по левому берегу реки Архыз, 1510 м 
над ур. м., 29.VII.2015, М. Никельшпарг (2 экз.).

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, Зольский р-н, Кавказские минеральные 
воды, Долина Нарзанов, предгорья Скалистого 
хребта Большого Кавказа, долина реки Хасаут 
(невдалеке от ее впадения в Малку, бассейн 
реки Терек), 2020 м над ур. м., 21.VII.2015, 
М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
РФ, пос. Архыз, река Малая Дукка, 22.VIII.2016, 
М. Никельшпарг.

– Россия, Ставропольский край, г.о. Кисло-
водск, парк, 31.VI.2017, М. Никельшпарг (6 экз.).

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
Зеленчукский р-н, окр. с. Архыз, место слияния 
рек Малой Дукки и Дукки (рядом с источником 
нарзана), 22.VIII.2017, М. Никельшпарг.

Эндемик Скалистого и Пастбищного хреб-
тов, северные предгорья (Российский Кавказ).

В. М. Васюков, М. И. Никельшпарг. Образцы тимьянов (Thymus, Lamiaceae) 
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12. Thymus pseudonummularius Klokov et 
Des.-Shost. (Тимьян ложномонетный): 

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Зольский р-н, южный склон горы Шатджат-
маз, рядом с астрономической станцией Пулков-
ской обсерватории, Долина Нарзанов, 2000 м над 
ур. м., 30.VII.2015, М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
Зеленчукский район, пос. Нижний Архыз, Спе-
циальная астрофизическая обсерватория РАН, 
26.VIII.2016, М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республи-
ка, Зеленчукский р-н, окр. с. Архыз, Баритовый 
водопад, в расщелинах скал на южной стороне 
близ водопада, 25.VIII.2017, М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Респуб-
лика, Чегемское ущелье, парадром, 30.VI.2018, 
М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Эльбрус, водопад Девичьи косы, 26.VI.2018, 
М. Никельшпарг (2 экз.).

– Россия, Карачаево-Черкесская Республи-
ка, Домбай, ледник Алибек на Турьем озере, 
юго-западный склон, 25.VIII.2018, М. Никель-
шпарг.

Эндемик западной части Главного Кавказ-
ского хребта (Российский Кавказ).

13. Thymus pseudopulegioides Klokov et Des.-
Shost. (Тимьян ложноблошиный): 

– Россия, Ставропольский край, г.о. Кисло-
водск, пос. Индустрия, по дороге на Джилы-Су, 
место отдыха Бараны, 30.VII.2015, М. Никель-
шпарг (2 экз.).

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Зольский р-н, южный склон горы Шатджат-
маз, рядом с астрономической станцией Пулков-
ской обсерватории, Долина Нарзанов, 2020 м над 
ур. м., 30.VII.2015, М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
пос. Архыз, Софийские водопады, 21.VIII.2016, 
М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 
Зеленчукский район, пос. Нижний Архыз, Спе-
циальная астрофизическая обсерватория РАН, 
26.VIII.2016, М. Никельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республи-
ка, Зеленчукский р-н, окр. с. Архыз, Софийские 
озера, на юго-восточном склоне близ перевала 
Иргиз, 2800 м над ур. м., 27.VIII.2017, М. Ни-
кельшпарг.

– Россия, Карачаево-Черкесская Республи-
ка, Зеленчукский р-н, с. Архыз, Специальная 
астрофизическая обсерватория РАН, склоны 
горы Пастухова, 2100 м над ур. м., 27.VIII.2017, 
М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, Чегемское ущелье, парадром, 30.VI.2018, 
М. Никельшпарг.

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Эльбрус, водопад Девичьи косы, 26.VI.2018, 
М. Никельшпарг.

Общее распространение: Главный Кавказ-
ский хребет.

14. Thymus rarifl orus K. Koch (Тимьян ред-
коцветковый): 

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, Эльбрусский р-н, Приэльбрусье, южный 
склон горы Чегет, первая станция канатной 
дороги, вдоль тропы на озеро, 27.VI.2017, 
М. Никельшпарг.

Общее распространение: горы Малого Кав-
каза и северной части Малой Азии.

15. Thymus teberdensis Klokov (Тимьян те-
бердинский):

– Россия, Кабардино-Балкарская Респу-
блика, Эльбрусский район, ущелье Адыл-Су, 
19.VI.2016, М. Никельшпарг.

Эндемик Российского Кавказа.
16. Thymus terekensis Klokov (Тимьян те-

рекский):
– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-

ка, Баксанское ущелье, 30.VI.2018, М. Никель-
шпарг (3 экз.).

– Россия, Кабардино-Балкарская Республи-
ка, окр. Эльбруса, 30.VI.2018, М. Никельшпарг.

Эндемик Скалистого хребта (Российский 
Кавказ).

17. Thymus transcaucasicus Ronniger (Тимьян 
закавказский):

– Россия, Карачаево-Черкесская Республи-
ка, Мухинское озеро, южный склон, 3100 м над 
ур. м., 22.VIII.2018, М. Никельшпарг.

Общее распространение: восточная часть 
Большого Кавказа, Малый Кавказ.

Заключение
В результате ревизии гербарных образцов 

тимьянов (Thymus, Lamiaceae), собранных в цен-
тральной части Российского Кавказа (Кабардино-
Балкарская Республика, Карачаево-Черкесская Ре-
спублика, Республика Северная Осетия-Алания, 
Ставропольский край) и переданных в Гербарий 
Института экологии Волжского бассейна РАН 
(PVB), определено 17 видов рода Thymus.
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Аннотация. Приведены данные морфологической изменчивости 13 популяций редкого 
для Российской Федерации вида Colchicum laetum Steven на территории Волгоградской 
области, Республики Калмыкии и Ставропольского края. Отмечена сильная морфологиче-
ская изменчивость популяций на территории регионов как на внутри-, так и на межпо-
пуляционном уровне. Судя по всему, гетерогенность окружающей среды в пространстве, 
как значительном, так и локальном, хорошо ощущается растениями популяций, которые 
по-разному приспосабливаются к этой неоднородности. Однако выявленное изменение 
морфологических параметров C. laetum вдоль градиента географических координат ука-
зывает на то, что, прежде всего, погодно-климатические факторы определяют у данного 
вида изменчивость морфологических параметров. 
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Abstract. Data on morphological variability of 13 populations of the species Colchicum laetum Steven, rare for the Russian Federation, in the terri-
tory of the Volgograd region, the Republic of Kalmykia and the Stavropol Territory are presented. A strong morphological variability of populations 
on the territory of the regions was noted both at the intra- and interpopulation level. Apparently, the heterogeneity of the environment in space, 
both signifi cant and local, is well felt by plants of populations that adapt to this heterogeneity in diff erent ways. However, the revealed change in 
the morphological parameters of C. laetum along the gradient of geographic coordinates indicates that, above all, weather and climatic factors 
determine the variability of morphological parameters in this species.
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А. В. Богослов и др. Морфологическая изменчивость популяций Colchicum laetum Steven 

Введение
Изучение внутривидовой изменчивости 

редких растений имеет неоспоримое значение в 
популяционной экологии, поскольку позволяет 
оценить уровень фенотипической изменчивости, 
а также установить границы популяций, что в ко-
нечном итоге способствует сохранению генофон-
да редких видов на уровне популяций. При этом 
основой любой природоохранной деятельности 
должен выступать долгосрочно продуманный 
мониторинг, основанный на сборе необходимой 
информации касательно общего морфологиче-
ского состояния растений [1–3].

Colchicum laetum Steven – редкий вид. Эн-
демик России – встречается в степях Северного 
Кавказа, Нижнего Дона и Нижнего Поволжья. 
Осенний клубнелуковичный эфемероид, поли-
карпик, цветущий в сентябре. Листья развива-
ются весной, сначала узкие, потом разрастаются. 
Листья в числе 3–4, собраны в розетку, от линей-
ных до широколанцетных, 6–12 мм шириной, 
нижние – туповатые, верхние – острые. Цветки 
в числе 1–3, бледно-лиловые или розовые, доли 
околоцветника эллиптические, островатые, (3) 
3,5–4 (5) см длиной, в основании сросшиеся 
в очень длинную и узкую трубку. Столбики 
тонкие, нитевидные (рис. 1). Плод – коробочка 
12–25 мм длиной. Семена очень мелкие, много-
численные [4, 5]. 

Рис. 1. Внешний вид цветущего генеративного 
растения Colchicum laetum

Fig. 1. Appearance of a fl owering generative plant 
Colchicum laetum
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Измеряли шесть количественных показате-
лей: высоту растения, число листьев, длину ли-
ста, ширину листа, длину коробочки, количество 
коробочек (рис. 3). Часть указанных показателей 
промерялась при исследовании другого редкого 
для Российской Федерации вида – Colchicum 
bulbocodium subsp. versicolor (KerGawl.) K. Perss. 
[8]. Они показали свою высокую информацион-
ную ёмкость при исследовании межпопуляцион-
ной изменчивости данного вида.

Для всей генеральной совокупности растений 
популяций рассчитывались минимум-максимум 
морфометрического показателя и его 95% дове-
рительный интервал, а также коэффициент вари-

ации. Анализ межпопуляционной изменчивости 
морфологических показателей проводили также с 
использованием описательной статистики – мини-
мум и максимум морфометрического показателя 
и его 95% доверительный интервал. Также были 
построены диаграммы размаха (среднее арифме-
тическое, его ошибка и стандартное отклонение) 
для всех популяций, включенных в анализ. 

Уровень варьирования признаков оценивался 
по шкале, предложенной Мамаевым и Чуйко [9]: 
коэффициент вариации (Cv) меньше 7% – измен-
чивость признака очень низкая, 7–15% – низкая, 
16–25% – средняя, 26–35% – повышенная, 36–50% 
– высокая, больше 50% – очень высокая.

Растения C. laetum обитают в жаркой сухой 
степи и полупустыне Нижнего Поволжья на тя-
желых солонцовых почвах скудных природных 
пастбищ с изреженной растительностью. Будет 
важным отметить, что даже скромные требования 
к условиям обитания не гарантируют сохранности 
этого растения в настоящем времени и ближайшем 
будущем [6].

Материалы и методы
Морфологическую изменчивость коли-

чественных признаков растений выявляли на 

протяжении весеннего сезона 2021–2022 гг. 
в 13 популяциях C. laetum из Волгоградской об-
ласти, Республики Калмыкия и Ставропольского 
края (рис. 2, табл. 1). Морфологические харак-
теристики, с целью поддержания единообразия 
в оценке, учитывались только у растений гене-
ративного состояния [7]. В каждой популяции 
снимались морфометрические показатели с 
30 растений. Если в популяции количество генера-
тивных особей было меньше 30, то производились 
промеры имеющегося количества растений. Всего 
в анализе задействовано 380 образцов.

Рис. 2. Местоположение изученных популяций Colchicum laetum в Волгоградской 
области, Республике Калмыкии и Ставропольском крае

Fig. 2. Location of the studied populations of Colchicum laetum in the Volgograd region, 
the Republic of Kalmykia and the Stavropol region

Популяции Colchicum laetum / Populations of Colchicum laetum

Волгоградская область / Volgograd region

Республика Калмыкия / Republic of Kalmykia

Ставропольской край / Stavropol region
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Таблица 1 / Table 1
Географическое местоположение исследованных популяций Colchicum laetum

Geographical location of the studied populations of Colchicum laetum

ID
Координаты / Coordinates Географическое расположение /

Geographical locationШирота / Latitude Долгота / Longitude

Klb 49,01559 44,19995 Волгоградская обл., Городищенский р-н, окр. с. Котлубань / 
Volgograd region, Gorodishchensky district, Kotluban village

Wld 48,63137 43,76526 Волгоградская обл., Калачёвский р-н, окр. п. Волгодонской  / 
Volgograd region, Kalachevsky district, Volgodonskoy village

Bel 48,38049 43,64795 Волгоградская обл., Калачёвский р-н, окр. х. Белоглинский / 
Volgograd region, Kalachevsky district, Beloglinsky village

Vhi 47,83031 43,20133 Волгоградская обл., Котельниковский р-н, окр. х. Верхнеяблочный / 
Volgograd region, Kotelnikovsky district, Verkhneyablochny village

Wod 47,97566 43,42131 Волгоградская обл., Октябрьский р-н, окр. х. Водянский / 
Volgograd region, Oktyabrsky district, Vodiansky village

Aks 47,92638 43,89695 Волгоградская обл., Октябрьский р-н, окр. c. Аксай / 
Volgograd region, Oktyabrsky district, Aksay village

Abg 48,05287 44,15841 Волгоградская обл., Октябрьский р-н, окр. с. Абганерово / 
Volgograd region, Oktyabrsky district, Abganerovo village

Erg 46,987033 44,373567 Республика Калмыкия, Кетченеровский р-н, окр.п. Ергенинский / 
Republic of Kalmykia, Ketchenerovsky, Ergeninsky village

Ket 47,17955 44,34176 Республика Калмыкия, Кетченеровский р-н, окр. п. Кетченеры / 
Republic of Kalmykia, Ketchenerovsky district, Ketchenery village

Ash 47,36396 44,42502 Республика Калмыкия, Сарпинский р-н, окр. п. Аршань-Зельмень / 
Republic of Kalmykia, Sarpinsky district, Arshan-Zelmen village

Tro 46,557867 44,2731 Республика Калмыкия, Целинный р-н, окр. с. Троицкое / 
Republic of Kalmykia, Tselinny district, Troitskoye village

Nad 44,53664 41,41764 Ставропольский край, Кочубеевский р-н, окр. с. Надзорное / 
Stavropol region, Kochubeevsky District, Nadzornoe village

Sve 45,31200 42,90948 Ставропольский край, Петровский р-н, окр. г. Светлограда / 
Stavropol region, Petrovsky District, Svetlograd town

Рис. 3. Измеренные морфометрические параметры Colchi-
cum laetum: 1 – высота растения, см; 2 – число листьев, шт.; 
3 – длина листа, см; 4 – ширина листа, мм; 5 – длина ко-

робочки, мм; 6 – число коробочек, шт.
Fig. 3. Measured morphometric parameters of Colchicum 
laetum: 1 – plant height, cm; 2 – number of leaves, pcs; 
3 – leaf length, cm; 4 – leaf width, mm; 5 – boll length, mm; 

6 – number of bolls, pcs

Ординация проводилась методами главных 
компонент (PCA) на основе матрицы корреляций 
[10, 11], – с использованием всей выборки, – и 
неметрического многомерного шкалирования 
(NMDS) [12], – с использованием средних значе-
ний признаков популяционных выборок с наложе-
нием векторов, характеризующих географические 
координаты местоположения популяций [13]. 
Кроме того, были рассчитаны непараметрические 
коэффициенты корреляции Спирмена [14]. При 
этом в случае, если коэффициенты корреляции 
для пар переменных были > 0.90, один признак из 
пары исключался из анализа главных компонент 
[15–18]. Корреляции признаков представлены в 
виде плеяды Терентьева [19]. Для градации силы 
связи использована шкала Чеддока [20]. Перед 
проведением анализа главных компонент данные 
подвергались процедуре стандартизации, а имею-
щиеся немногочисленные пропуски данных были 
заменены средним значением по генеральной со-
вокупности отдельных признаков [21–24].

Для расчётов и визуализации результатов 
использовались программы «Statistica 10.0» [25] 
и «Past 3.26» [26].

А. В. Богослов и др. Морфологическая изменчивость популяций Colchicum laetum Steven 
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34
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Результаты и их обсуждение
Из табл. 2 следует, что растения в среднем 

достигают высоты 13–14 см, однако встречаются 
и более высокие. Например, в популяции Nad 
высота отдельных особей достигала 20 и более 
см. Максимальная высота растения (26, 20 см) 
отмечена именно в этой популяции. В среднем 
у растений было по 4–5 листьев, однако встре-
чались отдельные экземпляры с большим коли-

чеством листьев. Максимальное число листьев 
(10 шт.) обнаружено в популяции Bel. Длина 
листа варьировала в пределах от 11,7 до 12,3 см, 
ширина листа – от 11,0 до 11,7 см. Длина ко-
робочки у растений исследованных популяций 
укладывалась преимущественно в диапазон 
25,0–26.5 мм. В среднем на одно растение при-
ходилось от одной до двух коробочек, при мак-
симальном их числе равном 5.

Таблица 2 / Table 2
Основные статистики  измеренных морфометрических параметров по всей генеральной совокупности особей 

популяций Colchicum laetum
The main statistics of the measured morphometric parameters for the entire population of individuals 

of Colchicum laetum populations

Параметр / Parameter мин-(95% доверительный интервал)-макс /
min-(95% confi dence interval) -max

Коэффициент вариации / 
Coeffi cient variations

Уровень варьирования / 
Level of variation

Высота растения, см / 
Plant height, cm 3,50–(13,24–13,98)–26,20 27,00 Повышенный / 

Increased

Число листьев, шт. / 
Number of leaves, pcs 4,78–(4,78–4,98)–10,00 19,62 Средний / Medium

Длина листа, см / 
Leaf length, cm 3,50–(11,71–12,29)–19,10 23,96 Средний / Medium

Ширина листа, мм / 
Leaf width, cm 4,82–(10,99–11,68)–25,27 30,56 Повышенный / 

Increased

Длина коробочки, мм / 
Boll length, mm 6,61–(24,96–26,52)–53,96 28,62 Повышенный / 

Increased

Кол-во коробочек, шт. / 
Number of bolls, pcs 0,00–(1,49–1,68)–5,00 59,17 Очень высокий / 

Very high

Уровень варьирования признаков отмечен от 
среднего до очень высокого. Для двух признаков 
(число листьев, длина листа) был характерен сред-
ний, для трёх (высота растения, ширина листа и 
длина коробочки) – повышенный уровень варьи-
рования. Один признак (количество коробочек) 
отличался очень высоким уровнем варьирования. 

В большинстве случаев доверительные 
интервалы параметров на межпопуляционном 
уровне перекрывались (табл. 3). Диаграммы раз-
маха (рис. 4) показывают, что одни популяции по 
ряду параметров заметно превышали другие, в 
то же самое время уступая последним по другим 
параметрам. По высоте растений наиболее низко-
рослыми оказались популяция Ash из Республики 
Калмыкии и Wld, Bel, Abg из Волгоградской обл. 
Наиболее высокие растения обнаружены в ставро-
польской популяции Nad и волгоградской Erg (см. 
табл. 3, рис. 4). По данному параметру и по длине 
листовой пластинки различия межу популяциями 
наиболее наглядны, а дисперсии этих признаков 
в различных популяциях заметно различаются.

По числу листьев, приходящихся на одно 
растение, популяции были наиболее сходными. 

Доверительные интервалы признака между все-
ми популяциями в той или иной степени пере-
крываются. В большинстве случаев в различных 
популяциях более или менее равны и дисперсии 
признака. Минимальное число листьев в боль-
шинстве случаев равнялось четырём, в то время 
как максимальное значение достигало уровня 
6–10 (см. табл. 3, рис. 4).

Наиболее короткие листья, так же как и в 
случае с параметром высоты растения, характер-
ны для популяции Ash из Республики Калмыкии, 
Wld, Bel, Abg из Волгоградской обл. Наиболее 
длинные листья отмечены в ставропольской по-
пуляции Nad и волгоградской Erg. При этом дис-
персии по этому параметру в популяциях сильно 
разнятся. В частности, наибольший размах при-
знака характерен для популяции из Волгоград-
ской обл. Bel, для которой отмечено минимальное 
значение длины листовой пластинки среди всех 
представленных популяций (3,50), а для калмыц-
кой популяции Ash отмечен наименьший разброс 
признака. При этом среди всех популяций данная 
отличалась самыми короткими листьями – около 
6–8 см (см. табл. 3, рис. 4).
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Рис. 4. Диаграммы размаха количественных признаков Сolchicum laetum. По оси ординат – морфо-
метрические признаки, по оси абсцисс –  популяции. Жёлтым цветом показаны популяции из Вол-
гоградской обл., зелёным –  Республики Калмыкии, синим – из Ставропольского края (цвет онлайн)
Fig. 4. Diagrams of the range of quantitative characteristics of Colchicum laetum. The ordinate axis shows 
morphometric characteristics, the abscissa axis shows populations. Populations from the Volgograd region 
are shown in yellow, the Republic of Kalmykia in green, and the Stavropol region in blue (color online)

А. В. Богослов и др. Морфологическая изменчивость популяций Colchicum laetum Steven 
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Доверительные интервалы ширины листовой 
пластинки между популяциями также в той или 
иной степени перекрываются. При этом мак-
симальные по ширине листья характерны для 
популяции из Волгоградской обл. Bel, а минималь-
ные – для популяции из Республики Калмыкии 
Ash. В то же время для указанных популяций 
отмечались одни из самых коротких листьев среди 
всех популяций. Наибольшая дисперсия по этому 
параметру, так же как и в случае длины листовой 
пластинки, отмечена в популяции Bel, наимень-
шая – в популяции Ash (см. табл. 3, рис. 4).

По длине коробочки большинство пред-
ставленных популяций более или менее близки 
между собой. Минимальным значением по этому 
параметру отличалась наиболее северная попу-
ляция из Волгоградской обл. – Klb. 

Количество коробочек в исследованных 
популяциях варьировало в диапазоне от 0 до 
5. В большинстве случаев на одно растение 
приходилось 1–2 коробочки. В популяции из 
Республики Калмыкии Ash число коробочек у 
всех измеренных растений равнялось одному. 
Дисперсии остальных популяций по этому при-
знаку заметно различаются.

Для большинства признаков, согласно 
коэффициенту корреляции Спирмена и шкале 
Чеддока, свойственны слабые и умеренные связи 

(рис. 5). При этом параметры высоты растения 
и количества коробочек, а также высоты рас-
тения и числа листьев оказались практически 
не связаны между собой (rs<0,1). Для двух при-
знаков, – высоты растения и длины листа, отме-
чена сильная связь (rs = 0,89). Однако последнее 
числовое значение не превышает 0,90, что ука-
зывает на то, что все представленные морфоме-
трические параметры можно использовать для 
анализа главных компонент.

Ординация методом главных компонент 
(рис. 6, а) демонстрирует довольно слабое раз-
деление имеющихся точек, отвечающих образ-
цам тех или иных популяций. При этом разброс 
точек значителен как вдоль первой, так и вдоль 
второй главной компоненты. Максимальный 
разброс характерен для точек популяций из 
Республики Калмыкии. Преимущественно к 
нижней части области ординации приурочено 
большинство точек популяций из Ставрополь-
ского края; преимущественно к верхней части 
области ординации – большинство точек, от-
вечающих особям популяций из Республики 
Калмыкии. Срединное положение, между об-
лаками рассеяния популяций из Республики 
Калмыкии и Ставропольского края, занимает 
облако рассеяния, образованное точками-об-
разцами популяций из Волгоградской области.

Рис. 5. Корреляции измеренных количественных признаков Colchicum laetum
Fig. 5. Correlations of measured quantitative characteristics of Colchicum laetum

(rS)/

(rs)

rS

rS

rS
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Рис. 6. Ординация методом главных компонент: распределение точек, отвечающих образцам 
популяций Colchicum laetum в пространстве главных компонент (а); корреляции между мор-

фометрическими параметрами и главными компонентами (б)
Fig. 6. Ordination by principal component method: distribution of points corresponding to samples 
of Colchicum laetum populations in the space of principal components (a); correlations between 

morphometric parameters and principal components (b)

а/a

б/b

Максимальная по модулю корреляция 
(≥0,70) с первой компонентной (PC1) отмечена 
для двух признаков – длины и ширины листа. 
Максимальная корреляция (≥0,70) со второй 
компонентной (PC2) отмечена для высоты 
растения (см. рис. 6, б, табл. 4). Разброс точек 

вдоль горизонтали, – первой компоненты, – в 
большей мере сопряжен с изменением размер-
ных показателей листа, а разброс вдоль верти-
кали, – второй компоненты, – в большей мере 
объясняется изменением параметра высоты 
растений.

А. В. Богослов и др. Морфологическая изменчивость популяций Colchicum laetum Steven 
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Волгоградская область 
Volgograd region

Республика Калмыкия
Republic of Kalmykia
Ставропольской край

Stavropol region

Популяции Colchicum laetum
Populations of Colchicum laetum

Рис. 7. Ординация популяций Colchicum laetum методом неметрического многомерного 
шкалирования по средним значениям морфометрических параметров

Fig. 7. Ordination of populations of Colchicum laetum by the method of non-metric multi-
dimensional scaling according to the average values of morphometric parameters

Ординация методом неметрического много-
мерного шкалирования с наложением векторов 
географических координат также демонстри-
рует сильный разброс точек, характеризующих 
совокупность средних значений измеренных 
параметров в той или иной популяции (рис. 7). 

Тем не менее, распределение средних значений 
групповых выборок в основном соответствует 
распределению их в пространстве главных ком-
понент. В частности, большинство точек, отве-
чающих популяциям из Республики Калмыкии, 
приурочено в верхней части области ординации, 

Таблица 4 / Table 4
Результаты анализа главных компонент для морфометрических параметров популяций Colchicum laetum

Results of principal component analysis for morphometric parameters of Colchicum laetum populations

№ Параметр / Parameter PC 1 PC 2

1 Высота растения, см / Plant height, cm 0,62 -0,73

2 Число листьев, шт. / Number of leaves, pcs 0,51 0,59

3 Длина листа, см / Leaf length 0,74 −0,61

4 Ширина листа, мм / Leaf width, mm 0,72 0,37

5 Длина коробочки, мм / Boll length 0,55 -0,02

6 Кол-во коробочек, шт. / Number of bolls, pcs 0,63 0,55

Статистика главных компонент / Principal Component Statistics

Собственное число / Eigenvalue 2,43 1,68

Дисперсия, % / Variance, % 40,47 27,99

Примечание. Полужирным выделены значения ≥ 0,70. PC1 и PC2 – первая и вторая главные компоненты. 
Note. Values ≥ 0,70 are in bold. PC1 and PC2 are the fi rst and second principal components.
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в то время как точки популяций Ставропольского 
края тяготеют к середине области ординации и её 
нижней части, а большинство точек популяций 
Волгоградской обл. более или менее равномерно 
распределены в середине области ординации 
вдоль первой оси неметрического многомерного 
шкалирования.

Отмечены положительные корреляции 
первой оси неметрического шкалирования с на-
правлением «север–юг», т.е. с долготой, и второй 
оси – с направлением «запад–восток», т.е. с ши-
ротой. Следовательно, имеет место изменение 
морфологических параметров C. laetum вдоль 
градиента географических координат.

Заключение
Таким образом, установлена высокая сте-

пень внутри- и межпопуляционной изменчиво-
сти растений популяций C. laetum на территории 
Волгоградской области, Республики Калмыкии 
и Ставропольского края. Даже в тех случаях, 
когда популяции расположены на территории 
одного региона или пространственно близко 
относительно друг друга, их размерное морфо-
логическое состояние, точнее различие в нём, 
хорошо заметно. Судя по всему, гетерогенность 
окружающей среды в пространстве, как значи-
тельном, так и локальном, хорошо ощущается 
растениями популяций, которые по-разному 
приспосабливаются к этой неоднородности. 
Однако выявленное изменение морфологи-
ческих параметров C. laetum вдоль градиента 
географических координат указывает на то, что 
прежде всего погодно-климатические факторы 
определяют у данного вида изменчивость мор-
фологических параметров. 
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Аннотация. Целью данной работы было установление состава сообщества жесткокрылых, связанных с ксилотрофными грибами на 
территории селитебных зон города Саратова отличных от естественных лесных экосистем региона. Сборы жесткокрылых (имаго и ли-
чинки) проводились в весенне-летний период 2017–2020 гг. с плодовых тел разных ксилотрофных базидиомицетов с лиственных пород 
деревьев селитебных участков в Волжском, Кировском, Фрунзенском, Октябрьском и Заводском районах города. При сборе материала 
были использованы различные методы: ручной сбор, метод флотации и навесные ловушки. Жесткокрылые были обнаружены в 129 
плодовых телах 7 видов базидиомицетов. С плодовых тел собрано 986 экз. жуков, принадлежащих к 29 видам из 8 семейств. Основу со-
обществ составили представители семейств Staphylinidae (41.3 %), Tenebrionidae (17.2%), Erotylidae (10,3%), Mycetophagidae (6.8%) и Ci-
idae (10.3%). Наиболее часто на плодовых телах грибов встречались: Anotylus nitidulus (Gravenhorst, 1802) и Gyrophaena joyi Wendeler, 1924 
(Staphylinidae), Diaperis boleti (Linnaeus, 1758), Eledona agricola (Herbst, 1783) (Tenebrionidae), Cis comptus Gyllenhal, 1827 (Ciidae), Mycetopha-
gus quadripustulatus (Linnaeus, 1760) (Mycetophagidae), Dacne bipustulata (Thunberg, 1781) и D. pontica (Bedel, 1868) (Erotylidae). Установлено, 
что с ксилотрофными грибами связаны три основные трофические группы жесткокрылых, среди которых более 76% составили специ-
ализированные мицетобионты – облигатные мицетофаги, для которых грибы являются единственным или преобладающим источни-
ком пищи. Свыше 21% пришлось на долю миксомицетофагов и всего 3% видового состава приходится на третью группу – хищников.
Ключевые слова: фауна, жуки, мицетофилы, базидиомицеты, городская среда
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Abstract. The purpose of this work was to establish the composition of the community of beetles associated with xylotrophic fungi on the terri-
tory of the Saratov city landscapes which diff ers from the natural forest regional ecosystems. Collections of coleoptera (imagos and larvae) were 
carried out in the spring-summer period 2017–2020 from fruiting bodies of various xylotrophic basidiomycetes from deciduous tree species of 
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the city areas in the Volzhsky, Kirovsky, Frunzensky, Oktyabrsky and Zavodsky districts of the town. When collecting the material, various methods 
were used: manual collection, fl otation method and mounted traps. Beetles were found on 129 fruiting bodies of 7 species of xylotrophic fungi. 
986 beetles’ specimens of 29 species from 8 families were collected on fruiting bodies of various xylotrophic fungi. The mycetophilic beetles’ 
community is based on Staphylinidae (41.3%), Tenebrionidae (17.2%), Erotylidae (10.3%), Mycetophagidae (6,8%) and Ciidae (10.3%). The most 
typical for xylotrophic fungi were eight beetles’ species: Anotylus nitidulus (Gravenhorst, 1802), Gyrophaena joyi Wendeler, 1924 (Staphylinidae), 
Diaperis bolete (Linnaeus, 1758), Eledona agricola (Herbst, 1783) (Tenebrionidae), Cis comptus Gyllenhal, 1827 (Ciidae), Mycetophagus quadripustulatus 
(Linnaeus, 1760) (Mycetophagidae), Dacne bipustulata (Thunberg, 1781) and D. pontica (Bedel, 1868) (Erotylidae). It has been established that three 
main trophic groups of Coleoptera are associated with xylotrophic fungi, among which more than 76% were specialized mycetobionts – obligate 
mycetophagans, for which fungi are the only or predominant food source. Over 21% accounted for the share of mixophagans and only 3% of the 
species complex falls on the third group – predators (zoophagous).
Keywords: fauna, beetles, mycetophiles, Basidiomycetes, urban environment
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А. А. Миронова и др. Мицетофильные жесткокрылые (Insecta: Coleoptera)

Введение
Любое энтомологическое исследование, 

направленное на изучение региональной фау-
ны насекомых, и в последующем составление 
кадастра видов должны в обязательном порядке 
включать в себя изучение населения грибов [1]. 
В грибах обитают представители различных 
отрядов насекомых, среди которых наибольшее 
количество видов приходится на жесткокрылых 
(Coleoptera). По данным Л. Беника [2], в Цент-
ральной Европе на грибах встречается более 
1100 видов жесткокрылых. Для России и сопре-
дельных территорий известно около 2000 видов 
жуков, связанных с грибами [3]. Грибы являются 
ключевой группой для популяций, консортивно 
связанных с ними видов жесткокрылых.

Взаимоотношения жесткокрылых и кси-
лотрофных грибов многогранны и могут ха-
рактеризоваться как зависимостью жука от 
гриба, так и наоборот [2]. В настоящее время 
эти взаимодействия находятся в центре вни-
мания ученых биологических отраслей науки 
[4–10], но в городских ландшафтах Поволжья 
такие исследования ранее не проводились. 
Предполагается, что состав сообщества жестко-
крылых, связанных с ксилотрофными грибами 
на территории селитебных зон, отличается от 
естественных лесных экосистем, что и стало 
предметом нашего исследования, проведенного 
на примере г. Саратов. Характерная особенность 
крупных городов – мозаичный характер их при-
родных комплексов и/или зеленых насаждений. 
Это, в свою очередь, определяет «островной» 
характер распределения подходящих местоо-
битаний для мицетофильных жесткокрылых 
в городе. К селитебным зонам мы отнесли: 
лесопарки, искусственные и естественные 
древесные и древесно-кустарниковые биотопы, 

расположенные на территории города, аллеи и 
парки, а также застроенные природные участки.

Важно еще раз отметить, что урбоэкосисте-
мы – это искусственные природно-антропоген-
ные комплексы, которые заметно отличаются 
от естественных самоподдерживающихся эко-
систем, в частности нарушенными биохимиче-
скими циклами внутри них, наличием большого 
количества неестественных отходов, которые 
не утилизируются биотой, что может приво-
дить к уменьшению видового богатства и/или 
элиминации ксилотрофных базидиомицетов, 
следовательно, негативно влиять на разнообра-
зие мицетофильных жесткокрылых.

Материалы и методы
Сборы жесткокрылых (имаго и личинки) 

проводили в весенне-летний период 2017–
2020 гг. с плодовых тел разных ксилотрофных 
базидиомицетов селитебных зон г. Саратов: 
Волжский р-н (ул. Московская, парк «Липки»), 
Кировский р-н (ул. Астраханская, ул. Рахова), 
Фрунзенский р-н (ул. Шелковичная, ул. Ново-
узенская), Октябрьский р-н (ул. Зарубина), Завод-
ской р-н (ул. Чернышевского) (рис. 1). Исследо-
ваниями были охвачены территории, на которых 
произрастали лиственные породы деревьев.

Имаго и личинок жуков собирали с поверх-
ности и из толщи плодовых тел базидиомицетов 
(Basidiomycota). Жесткокрылые были обнару-
жены в 129 плодовых телах 7 видов грибов. 
Всего было собрано 986 экз., принадлежащих к 
29 видам из 8 семейств.

Для сбора материала использовали различные 
методы: ручной сбор, метод флотации и навесные 
ловушки. Описание методики сбора приводится в 
ряде предыдущих статей авторов [11–13].
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Результаты и их обсуждение
На селитебных территориях города Са-

ратова были собраны плодовые тела 7 видов 
ксилотрофных грибов, 73% из которых были 
заселены жесткокрылыми. Наиболее частыми в 
сборах базидиомицетами оказались Cerioporus 
squamosus (Huds.) Quelet, Fomes fomentarius (L.) 
Fr. и Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill, в связи 
с чем они имеют наиболее разнообразные по 
составу видов колеоптерокомплексы (таблица). 
При пересчете на 1 пробу с плодовых тел этих 
видов грибов было собрано в среднем 0,6–0,8 
видов жесткокрылых. Плодовые тела этих видов 
встречаются на деревьях и пнях у дорог, в аллеях 
и около жилых домов. 

В итоге исследования колеоптерокомплекс 
плодовых тел трутовика чешуйчатого (Cerioporus 
squamosus) составил 25 видов жесткокрылых из 
8 семейств. Бесспорным доминантом по видово-
му разнообразию является семейство Staphylini-
dae, включающее 12 видов. Из данного семейства 

было встречено 8 родов: Acrotona, Atheta, Bisnius, 
Gyrophaena, Lordithon, Omalium, Scaphisoma и 
Sepedophilus. Самым многочисленным по ко-
личеству видов оказался мицетофильный род 
Gyrophaena (4 вида). Рода Atheta и Scaphisoma 
были представлены 2 видами каждый, виды
остальных родов присутствовали в сборах еди-
нично (не более 5 экз.). Наиболее частыми в 
сборах оказались виды стафилинид: Anotylus 
nitidulus (Gravenhorst, 1802) (26 экз.), Gyrophaena 
lucidula Erichson, 1837 (25 экз.) и Gyrophaena joyi 
Wendeler, 1924 (67 экз.).

Семейство Tenebrionidae представлено в 
сборах 3 видами: Diaperis boleti (Linnaeus, 1758), 
Eledona agricola (Herbst, 1783) и Pentaphyllus chrys-
omeloides (Hellwig, 1792). Первые два представи-
теля имеют численное превосходство – 41% от 
всех видов сообществ жесткокрылых изученных 
грибов. Сравнительно многочисленны предста-
вители специализированных мицетобионтов 
из семейств Ciidae (Cis comptus Gyllenhal, 1827, 

Рис. 1. Места сбора плодовых тел ксилотрофных грибов
Fig. 1. A sampling points of fruiting bodies of xylotrophic fungi
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C. rugulosus, Mellie, 1848, Octotemnus glabriculus 
(Gyllenhal, 1827)), Erotylidae (Dacne bipustulata 
(Thunberg, 1781), D. pontica (Bedel, 1868), Triplax 
lepida (Faldermann, 1837)) и Mycetophagidae (My-
cetophagus piceus (Fabricius, 1777), M. quadripus-
tulatus (Linnaeus, 1760)). Остальные семейства 
представлены единично.

Мицетофильные сообщества жесткокры-
лых трутовика настоящего (Fomes fomentarius) 
включают представителей 6 семейств: Ciidae 
(Cis rugulosus и Octotemnus glabriculus), Erotylidae 
(Dacne bipustulata и D. pontica,), Leiodidae (Aniso-
toma humeralis (Fabricius, 1792)), Mycetophagidae 
(Mycetophagus quadripustulatus), Staphylinidae 

Распределение жуков по заселяемым ими грибам
Table. Distribution of beetles by the fungi they inhabit

Жесткокрылые / Coleoptera
Грибы / Fungi

1 2 3 4 5 6 7

Acrotona fungi (Gravenhorst, 1806) – + – – – – –

Anisotoma glabra (Kugelann, 1794) – + – – – – –

Anisotoma humeralis (Fabricius, 1792) – + + – – – –

Anotylus nitidulus (Gravenhorst, 1802) – + + – + – –

Atheta oblita (Erichson, 1839) – + – – – – –

Bisnius sordidus (Gravenhorst, 1802) – + – – – – –

Cis comptus Gyllenhal, 1827 + + – – – + –

Cis rugulosus Mellie, 1848 – – + – – – –

Cyllodes ater (Herbst, 1792) – + – – – – –

Corticeus bicolor (Olivier, 1790) – + – – – – –

Dacne bipustulata (Thunberg, 1781) + + + – + + +

Dacne pontica (Bedel, 1868) – + + – + – –

Diaperis boleti (Linnaeus, 1758) – + + – + + +

Eledona agricola (Herbst, 1783) – + + – + – –

Gnathoncus nannetensis (Marseul, 1862) – + – – – – –

Gyrophaena bihamata Thomson, 1867 – + – – – – –

Gyrophaena joyi Wendeler, 1924 – + – + – – –

Gyrophaena lucidula Erichson, 1837 – + – – – – –

Gyrophaena strictula Erichson, 1839 – + – – – – –

Lordithon thoracicus (Fabricius, 1777) – + – – – – –

Mycetophagus piceus (Fabricius, 1777) – + – – + – –

Mycetophagus quadripustulatus (Linnaeus, 1760) + + + – + + +

Octotemnus glabriculus (Gyllenhal, 1827) – – + – – – –

Omalium rivulare (Paykull, 1789) – + – – – – –

Orchesia micans (Panzer, 1793) – – + – – – –

Pentaphyllus chrysomeloides (Rossi, 1792) – + – – + – –

Scaphisoma agaricinum (Linnaeus, 1758) – + – – + – –

Scaphisoma boreale Lundblad, 1952 – + + – – – –

Triplax lepida (Faldermann, 1837) – + – – – – –

Всего / Total 3 26 11 1 9 4 3

Обозначения / Designations: 1 – Bjerkandera fumosa, 2 – Cerioporus squamosus, 3 – Fomes fomentarius, 
4 – Kuehneromyces mutabilis, 5 – Laetiporus sulphureus, 6 – Phaeolus schweinitzii, 7 – Volvariella bombycine.

А. А. Миронова и др. Мицетофильные жесткокрылые (Insecta: Coleoptera)
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(Anotylus nitidulus, Scaphisoma boreale Lundblad, 
1952) и Tenebrionidae (Diaperis boleti, Eledona 
agricola, Orchesia micans (Panzer, 1793)) (рис. 2). 
Чаще всего были встречены жуки Dacne pontica 
(29%) и Eledona agricola (25%).

Для серно-желтого трутовика (Laetiporus 
sulphureus) отмечены представители 4 семейств: 
Erotylidae (Dacne bipustulata и D. pontica), Myce-
tophagidae (Mycetophagus piceus и M. quadripustu-

latus), Staphylinidae (Anotylus nitidulus, Scaphisoma 
agaricinum (Linnaeus, 1758)) и Tenebrionidae (Dac-
ne boleti, Eledona agricola (наиболее част в сборах 
– 44%), Pentaphyllus chrysomeloides (Rossi, 1792)).

Грибы Bjerkandera fumosa (Pers.) P. Karst., 
Kuehneromyces mutabilis (Schaeff.), Phaeolus sch-
weinitzii (Fr.), Volvariella bombycine (Schaeff.) отме-
чаются как редко встречающиеся на территории 
города (см. рис. 2).

Рис. 2. Основные семейства жесткокрылых, отмеченные на плодовых телах ксилотрофных 
базидиомицетов: 1 – Bjerkandera fumosa, 2 – Cerioporus squamosus, 3 – Fomes fomentarius, 
4 – Kuehneromyces mutabilis, 5 – Laetiporus sulphureus, 6 – Phaeolus schweinitzii, 7 – Volvariella 

bombycine (цвет онлайн)
Fig. 2. The main families of coleoptera, marked on the fruit bodies of xylotrophic basidiomycetes: 
1 – Bjerkandera fumosa, 2 – Cerioporus squamosus, 3 – Fomes fomentarius, 4 – Kuehneromyces 
mutabilis, 5 – Laetiporus sulphureus, 6 – Phaeolus schweinitzii, 7 – Volvariella bombycine 

(color online)

Таким образом, в плодовых телах грибов 
селитебных зон города Саратова обитают пред-
ставители 8 семейств жесткокрылых. Основу 
сообщества составляют Staphylinidae, Tenebri-
onidae, Erotylidae, Mycetophagidae и Ciidae. Наи-
более типичными обитателями грибов оказались 
Anotylus nitidulus, Gyrophaena joyi (Staphylinidae), 
Diaperis boleti, Eledona agricola (Tenebrionidae), Cis 
comptus (Ciidae), Mycetophagus quadripustulatus 
(Mycetophagidae), Dacne bipustulata, D. pontica 
(Erotylidae). 

С учётом особенностей биологии и пищевой 
специализации в исследованных мицетофиль-
ных сообществах жесткокрылых ксилотрофных 
базидиомицетов выделены следующие трофи-
ческие группировки видов жуков: облигатные 
мицетофаги, миксофаги и хищники (зоофаги) 
[14–16] (рис. 3).

76%

21%
3%

Рис. 3. Трофическая специализация мицетофильных жест-
кокрылых (цвет онлайн)

Fig. 3. Trophic specialization of mycetophilic beetles (color 
online)
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К облигатным мицетофагам (76%) отнесе-
ны виды, питающиеся исключительно грибами 
независимо от того, в какой среде они обитают 
[1]. Среди них в сборах присутствуют типичные 
мицетофаги (в широком смысле) (Gyrophaena 
spp., Scaphisoma agaricinum (Linnaeus, 1758), 
S. boreale Lundblad, 1952 (Staphylinidae), Cyllodes 
ater (Herbst, 1792) (Nitidulidae), Orchesia micans 
(Panzer, 1793)) и мицетосапрофаги (Cis comptus, 
C. rugulosus, Octotemnus glabriculus (Gyllenhal, 
1827) (Ciidae), Diaperis boleti, Pentaphyllus testa-
ceus (Tenebrionidae) Anisotoma glabra (Kugelann, 
1794), A. humeralis (Fabricius, 1792) (Leiodidae) 
Mycetophagus piceus, M. quadripustulatus (Myce-
tophagidae), Dacne bipustulata, D. pontica (Erot-
ylidae)). Миксофаги (21%), такие как Atheta oblita 
(Erichson, 1839), A. crassicornis (Fabricius, 1792) 
(Staphylinidae), совмещают различные типы пита-
ния. Относительно легкая доступность личинок 
мицетофильных жуков предусматривает наличие 
хищников (3%) (Corticeus bicolor (Olivier, 1790) 
(Tenebrionidae)), проникающих в плодовые тела 
через ходы личинок и имаго мицетобионтов.

Выводы
Состав мицетофильных сообществ ксило-

трофных базидиомицетов на территории селитеб-
ных зон г. Саратова включает 29 видов жесткокры-
лых из 8 семейств. Наибольшее количество видов 
(12) пришлось на семейство Staphylinidae. Жуки 
Dacne bipustulata, Mycetophagus quadripustulatus 
были найдены на всех встреченных базидиоми-
цетах за исключением Kuehneromyces mutabilis, 
который был обнаружен в единственном экзем-
пляре и не может в полной мере отобразить облик 
ассоциированного с этим видом мицетофильного 
сообщества жесткокрылых. Основная доля эк-
земпляров в сборах принадлежит мицетофагам 
Dacne boleti (31%), D. pontica (25%) и Eledona 
agricola (13%).

В сравнении с естественными биотопами 
г. Саратова и Саратовской области видовое 
разнообразие мицетофильных жесткокрылых 
селитебных ландшафтов значительно уступает 
первым, так, только на плодовых телах Cerioporus 
squamosus в неантропогенных биотопах отмечено 
обитание 43 видов жесткокрылых [17], а на Fomes 
fomentarius – 23 видов [18].

С ксилотрофными грибами связаны три ос-
новные трофические группы жесткокрылых. В 
наших исследованиях более 76% из них составили 
специализированные мицетобионты – облигатные 
мицетофаги, для которых грибы являются един-
ственным или преобладающим источником пищи; 
свыше 21% пришлось на долю миксомицетофагов, 
и всего 3% – на долю хищников.
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