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Аннотация. Анализ полупродуктов на разных этапах производства и готовой лекарствен-
ной продукции является неотъемлемой составляющей эффективной системы обеспече-
ния качества фармацевтического производства. Традиционные методы, используемые в 
фармацевтической области, такие как капиллярный электрофорез, газовая и жидкостная 
хроматография, довольно универсальны и эффективны. Однако их отличает высокая сто-
имость аппаратурного оформления, комплектующих материалов, необходимость исполь-
зования высокочистых растворителей, отсутствие мобильности и возможности исследова-
ний in situ. Подобные недостатки можно преодолеть при использовании метода цифровой 
цветометрии. Ее значительной популяризации способствовало развитие портативных и 
персональных электронных устройств, среди которых можно выделить смартфон. Цель ра-
боты заключалась в разработке быстрого и простого способа определения ряда полипеп-
тидных антибиотиков в лекарственных препаратах методом цифровой цветометрии с ис-
пользованием смартфона в качестве цветорегистрирующего устройства. Для реализации 
подхода твердофазно-флуориметрического определения полипептидных антибиотиков 
в качестве матрицы использовали пластины ВЭТСХ на основе силикагеля с алюминиевой 
подложкой. В данных условиях наблюдали флуоресценцию актиномицина D, виргиниа-
мицина М1, виргиниамицина S1 и новобиоцина при воздействии монохроматического 
излучения в УФ части спектра (365 нм). Измерение интенсивности флуоресценции на 
поверхности матриц осуществляли с помощью смартфона. Построены градуировочные 
характеристики для определения полипептидных антибиотиков в диапазоне концентра-
ций 32–500 мкг/мл. Способ оценки качества готовых лекарственных препаратов апроби-
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рован на коммерческих продуктах «Пиостацин», «Космеген», «Дактиномицин», приобретенных в розничных сетях. Относительное 
стандартное отклонение результатов анализа не превышает 0.05. Продолжительность анализа составила 10–15 мин. Представлен 
способ определения некоторых антибиотиков полипептидного ряда по собственной флуоресценции нанесенных растворов на твер-
дую подложку при обработке монохроматическим излучением УФ диапазона. Используемые условия постановки эксперимента по-
зволяют осуществлять анализ лекарственных препаратов на основе актиномицина D, виргиниамицина М1, виргиниамицина S1 и 
новобиоцина.
Ключевые слова: полипептидные антибиотики, цифровая цветометрия, твердофазная флуориметрия, смартфон, лекарственные пре-
параты
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Abstract. The analysis of semi-products at diff erent stages of production and fi nished medicinal products is an integral part of an eff ective quality 
assurance system for pharmaceutical production. The traditional methods used in the pharmaceutical fi eld, such as capillary electrophoresis, gas 
and liquid chromatography, are quite versatile and eff ective. However, they are distinguished by the high cost of instrumentation and component 
materials, the need to use high-purity solvents, the lack of mobility and the possibility of in situ studies. Such shortcomings can be overcome by 
using the digital colorimetry method. Its signifi cant popularization has been facilitated by the development of portable and personal electronic 
devices, among which the smartphone can be distinguished. The aim of the work was to develop a fast and simple method for the determination 
of a number of polypeptide antibiotics in drugs by digital colorimetry using a smartphone as a color recording device. To implement the solid 
phase fl uorimetric determination of polypeptide antibiotics, HPTLC plates based on silica gel with an aluminum substrate were used as a matrix. 
Under these conditions, the fl uorescence of actinomycin D, virginiamycin M1, virginiamycin S1, and novobiocin was observed when exposed to 
monochromatic radiation in the UV part of the spectrum (365 nm). The measurement of fl uorescence intensity on the surface of the matrices was 
carried out using a smartphone. Calibration characteristics were constructed for the determination of polypeptide antibiotics in the concentration 
range of 32–500 μg/mL. The method for assessing the quality of fi nished drugs was tested on commercial products “Piostacin”, “Cosmegen”, 
“Dactinomycin” purchased in retail chains. The relative standard deviation of the analysis results does not exceed 0.05. The duration of the analysis 
was 10–15 min. Based on the results of the studies, the paper presents a method for determining some antibiotics of the polypeptide series by the 
intrinsic fl uorescence of deposited solutions on a solid substrate during treatment with monochromatic UV radiation. The experimental delivery 
conditions used allow the analysis of drugs based on actinomycin D, virginiamycin M1, virginiamycin S1, and novobiocin.
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For citation: Bolshakov D. S., Shogah Z. А. Ch., Amelin V. G. Smartphone use in solid-phase fl uorimetric determination of some polypeptide 
antibiotics in medicinal preparations. Izvestiya of Saratov University. Chemistry. Biology. Ecology, 2023, vol. 23, iss. 3, pp. 252–261 (in Russian). 
https://doi.org/10.18500/1816-9775-2023-23-3-252-261, EDN: ZPAUBY
This is an open access article distributed under the terms of Creative Commons Attribution 4.0 International License (CC-BY 4.0)

Д. С. Большаков др. Использование смартфона в твердофазно-флуориметрическом определении 

Введение
Актуальной проблемой XXI в. является раз-

витие множественной лекарственной устойчивости 
организма человека, животных и большинства 
вредоносных агентов (бактерий, крупных виру-
сов) к различным лекарственным средствам (ЛС). 
Главным образом, это обусловлено систематиче-
ским и неконтролируемым применением лекар-
ственных препаратов (ЛП) в домашнем и народном 
хозяйстве, животноводстве и пищевой промыш-

ленности при производстве продуктов питания 
и напитков (например, бутилированной воды).

Наличие остаточных количеств антими-
кробных веществ в объектах окружающей среды, 
продукции животного и растительного проис-
хождения приводит к развитию антибиотико-
резистентности. Вследствие чего ЛС перестают 
оказывать должный эффект в терапевтических 
дозах, вплоть до критических и более высоких 
концентраций.
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Для решения данной проблемы наиболее 
результативным является комплекс мероприя-
тий, включающий три направления: 1) монито-
ринговые исследования остаточных количеств 
антимикробных веществ в воде, почве и про-
дуктах питания; 2) контроль за применением ЛП 
антимикробного действия в медицине и домаш-
нем хозяйстве; 3) поиск и разработка новых ЛС, 
использование которых следует значительно 
ограничить для сохранения их эффективности 
(так называемые лекарства последнего резерва). 

В рамках третьего направления в насто-
ящее время используют антибиотики поли-

пептидного ряда (ПП). Полипептидные анти-
биотики – химически разнообразная группа 
противомикробных препаратов с широким 
спектром действия против многих грамотри-
цательных и грамположительных бактерий. 
Представителями семейства ПП являются ба-
цитрацин, колистин A, колистин B, полимик-
син B1, полимиксин B2, виргиниамицин S1, 
виргиниамицин М1, актиномицин D и новоби-
оцин. Эти соединения с большой молекулярной 
массой имеют общую структуру гептапептид-
ного кольца с полипептидной боковой цепью 
(рис. 1).

Рис. 1. Структурные формулы виргиниамицина S1 (1), виргиниамицина М1 (2), актиномицина D 
(дактиномицина) (3), новобиоцина (4)

 Fig. 1. Structural formulas of virginiamycin S1 (1), virginiamycin M1 (2), actinomycin D (dactinomycin) (3), novo-
biocin (4)

Бацитрацин продуцируется Bacillus li-
cheniformis и Bacillus subtilis и представляет 
собой смесь нескольких близкородственных 
полипептидов, в основном состоящих из ба-
цитрацина A (более 50%) и в меньшей степени 
бацитрацина B1, B2, C и F. Колистин (также 
известный как полимиксин E) является важ-
ным представителем группы полимиксинов 
(катионных пептидных антибиотиков) и про-
дуцируется культурами Bacillus polymyxa var. 
colistinus. В коммерчески доступном колистине 
обнаружено не менее тридцати различных со-
единений. Основными компонентами выступа-

ют колистин A (полимиксин E1) и колистин B 
(полимиксин E2), которые отличаются одним 
атомом углерода в жирной ацильной части и 
составляют более 85% от общего количества 
колистинов, используемых в фармацевтиче-
ских продуктах. Полимиксин B также является 
производным Bacillus polymyxa и представляет 
собой смесь более тридцати полипептидов. 
Полимиксины B1 и B2, которые отличаются 
одним атомом углерода в жирной ацильной 
части, являются двумя основными компонен-
тами, на которые приходится более 75% смеси 
полипептидов.
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В отсутствие необходимых контрольных 
процедур оценки качества исходного сырья и 
готовой продукции [1] испытательные лабора-
тории вынуждены пользоваться общими фар-
макопейными статьями [2] или разрабатывать 
собственную нормативно-техническую базу [3]. 

Для идентификации и определения ко-
личественного содержания антибиотиков 
полипептидного ряда в научной литературе 
предложены подходы, основанные на прин-
ципах спектрофотомерии [4–6], высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с 
масс-спектрометрическим [7–9], УФ- [10, 11] и 
флуори метрическим [12] детектированием.

Наиболее традиционным и относительно 
простым в реализации является спектро-
фотометрический метод, с использованием 
которого разработан быстрый способ иденти-
фикации и определения бацитрацина после 
реакции конденсации с дабсилхлоридом [4]. В 
рамках процедуры оптимизации спектрофо-
тометрического определения действующего 
вещества ЛП выбраны условия проведения 
реакции дериватизации (время , темпера-
турный режим, молярное соотношение ис-
ходных веществ) и длины волны максимума 
светопоглощения продукта взаимодействия 
(λ = 474 нм). Изучена его стабильность в рас-
творе, которая не превышала 2 ч. Диапазон 
линейности составил 2 × 10-6 – 2 × 10-5 моль/л.

Разработан и апробирован способ одно-
временного определения ципрофлоксацина, 
колистина и ивакафтора в плазме крыс, лизате 
эпителиальных клеток человека, среде для 
культивирования клеток и транспортной среде 
для ЛС методом ВЭЖХ с тандемным масс-
спектрометрическим детектированием [9]. При 
подготовке пробы аликвоту крысиной плазмы 
или среды для культивирования клеток объемом 
200 мкл обрабатывали 600 мкл экстракцион-
ного раствора (ацетонитрил, содержащий 0,1% 
муравьиной кислоты и 0,2% трифторуксусной 
кислоты (ТФУ)). Добавление 0,2% ТФУ способ-
ствовало разрушению комплекса ЛС–белок. По-
сле интенсивного перемешивания и центрифу-
гирования подготовленные пробы подвергали 
хроматографическому анализу при регистрации 
масс-спектрометрического сигнала в режиме 
мониторинга множественных реакций (MRM). 
В качестве внутреннего стандарта использова-
ли полимиксин В1 и В2. Время анализа одного 

образца составляло 6 минут, что обеспечивает 
высокую экспрессность данного подхода. Гра-
дуировочные зависимости линейны в диапазоне 
концентраций 0,029–5,82 мкг/мл для коли-
стина А, 0,016–3,14 мкг/мл для колистина В, 
0,05–10,0 мкг/мл для ивакафтора и 0,043–
8,58 мкг/мл для ципрофлоксацина. 

Представлена быстрая и простая методика 
качественного и количественного анализа ряда 
антибиотиков-гликопептидов (эремомицина, 
ванкомицина, тейкопланина А2, ристомицина 
А) и грамицидина S с применением метода об-
ращенно-фазовой ВЭЖХ при детектировании в 
УФ области спектра и градиентном режиме элю-
ирования [10]. ОФ ВЭЖХ-анализ антибиотиков 
проводили на микроколоночном жидкостном 
хроматографе Милихром А-02 с колонкой из 
нержавеющей стали 2×75 мм, заполненными 
сорбентом Nucleosil 100-5C18 PAH. В качестве 
подвижной фазы использовали систему элю-
ентов, включающую 0,1%-ный раствор ТФУ в 
дистиллированной воде (элюент А) и 0,1%-ный 
раствор ТФУ в ацетонитриле (элюент В). Хро-
матографическое разделение проводили при 
температуре 35°С. Нижняя граница диапазона 
определяемых содержаний (ДОС) составила 
0,1 мкг антибиотика в пробе. В работе пред-
ставлены результаты исследования антибакте-
риальных веществ в неочищенных препаратах 
(сырцах).

Существенно повысить чувствительность 
определения удается при использовании флу-
ориметрического детектирования при ВЭЖХ-
разделении полипептидного антибиотика цинк-
бацитрацина (смеси мажорных и минорных 
компонентов) после реакции дериватизации 
с о-фталевым альдегидом в присутствии ну-
клеофильного агента 2-меркаптоэтанола [12]. 
Оптимальные результаты хроматографиро-
вания получены при использовании колонки 
ReprosilODS-AC18 (250×4 мм) с подвижной 
фазой, представляющей собой смесь ацетони-
трил-метанол (1:3, об.) – водный раствор КН2РО4 
(0,05 М рН 6,0) (60 : 40, об.).

Определение терапевтических количеств 
полипептидных антибиотиков в кормах для жи-
вотных проводят методами мицеллярной элек-
трокинетической хроматографии (МЭКХ) [13] и 
ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометрическим 
детектированием при электрораспылительной 
ионизации [14].
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Разработан способ оценки содержания 
цинкбацитрацина, полимиксина В, окситетра-
циклина и сульфацетамида в кормах для жи-
вотных методом МЭКХ [13]. Ведущий электро-
лит представлял собой смесь, состоящую из 
20 мМ боратного и 20 мМ фосфатного буферных 
растворов (рН 8,4), 20 мМ додецилсульфата на-
трия и 10 об.% метанола. Электрофоретическое 
разделение проводили при 25°С, приложенном 
напряжении 25 кВ и рабочем давлении 10 мбар. 
Одновременное детектирование всех аналитов 
проводили при длине волны УФ излучения 
λ=215 нм. Данный способ апробирован при 
определении антибактериальных веществ в 
кормовых добавках и кормах для животных.

Описанные в литературе подходы отли-
чаются значительной ресурсоемкостью, их 
реализация требует наличия дорогостоящего 
оборудования, расходных материалов, высоко-
чистых реагентов и обученного персонала. В 
качестве альтернативы традиционным инстру-
ментальным методам следует рассматривать 
метод цифровой цветометрии, который активно 
развивается в качестве экспресс-методологии, 
не уступающей по точности классическим при-
емам [15–19].

Научная новизна заключалась в изучении 
возможности контроля качества готовых лекар-
ственных препаратов на основе полипептидных 
антибактериальных веществ, нанесенных на 
твердый инертный носитель (пластины для 
ВЭТСХ), по собственной флуоресценции под 
действием монохроматического излучения дли-
ной волны 365 нм посредством метода цифровой 
в рамках аддитивной цветометрической систе-
мы RGB с привлечением специализированного 
программного обеспечения и смартфона в каче-
стве инструмента регистрации аналитических 
характеристик.

Цель работы состояла в разработке быстро-
го и простого способа определения действую-
щих веществ лекарственных препаратов на ос-
нове полипептидов (актиномицина D, виргини-
амицина М1, виргиниамицина S1, новобиоцина) 
методом цифровой цветометрии твердофазной 
флуоресценции с использованием смартфона 
в качестве цветорегистрирующего устройства.

Материалы и методы
Аппаратура. В качестве инструмента для 

регистрации цветометрических параметров 

твердофазной флуоресценции в рамках дан-
ного исследования использовали смартфон 
«iPhone X» (Apple, США), оснащенный специ-
ализированным программным обеспечением 
«RGBer». Возбуждение флуоресценции прово-
дили с помощью осветителя люминесцентного 
диагностического «Лампа Вуда ОЛДД-01» 
(Россия). 

Использовали аналитические весы «Pio-
neer PA 214С» специального класса точности 
с пределом взвешивания 0,1 мг (Ohaus Corpo-
ration, USA), дозаторы «Proline Biohit» одно-
канальные механические переменного объема 
2–20 мкл, 100–1000 мкл, 1000–5000 мкл (Biohit, 
Финляндия), пробирки полипропиленовые емк. 
15 мл (SPL Life Sciences Co., Корея), полисти-
рольные планшеты для иммуноферментного 
анализа.

Материалы. В работе применяли пла-
стины для высокоэффективной тонкослойной 
хроматографии (ВЭТСХ) «HPTLC Silica gel 60» 
(Merck, Германия).

Реактивы. Использовали стандартные 
образцы полипептидных антибиотиков (баци-
трацина, колистина сульфата, полимиксина В 
сульфата, виргиниамицина S1, виргиниамицина 
М1, актиномицина D, новобиоцина натриевой 
соли) (98−100%, Sigma-Aldrich, США). Ис-
ходные стандартные растворы полипептидных 
антибиотиков массовой концентрацией 1 мг/мл 
готовили растворением точной навески пре-
паратов в метаноле (Fisher Scientifi c UK, Вели-
кобритания). Рабочие растворы готовили раз-
бавлением исходных деионизированной водой 
(15–18 МОм×см, ОСТ 11 029.003-80). 

Построение градуировочной зависимо-
сти. Рабочие растворы полипептидов массовой 
концентрацией 1 мкг/мл готовили последо-
вательным разбавлением исходного раствора 
деионизированной водой в полистирольном 
планшете для иммуноферментного анализа. 
Полученные таким образом растворы объёмом 
5 мкл наносили на пластину ВЭТСХ с помощью 
механического дозатора. После высыхания 
пятна подвергали обработке монохроматиче-
ским УФ излучением (λ = 365 нм). Измерение 
цветометрических характеристик проводили 
посредством смартфона и специализированного 
программного обеспечения.

Аналитический сигнал (Ar) в системе 
RGB рассчитывали по формуле:
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,

где R0, G0, B0, Rx, Gx, Bx – цифровые значения 
интенсивностей красного, зеленого, синего 
цветов холостой и анализируемой пробы соот-
ветственно.

Пробоподготовка . Одну таблетку ле-
карственного препарата помещали в мерную 
колбу вместимостью 100 мл, приливали 1 мл 
1 М раствора HCl и небольшое количество 
деионизированной воды. Содержимое колбы 
тщательно перемешивали до полного раство-
рения лекарственного препарата. Объем в колбе 
доводили до метки деионизированной водой и 
снова перемешивали. Отбирали 1 мл получен-
ного раствора, приливали 9 мл деионизирован-
ной воды, перемешивали и фильтровали через 
мембранный фильтр 0,20 мкм. Отбирали 5 мкл 
полученного раствора с помощью механическо-
го дозатора и наносили на пластины ВЭТСХ. 
После высыхания пятна облучали монохрома-
тическим УФ излучением (365 нм) и измеряли 
смартфоном цветометрические характеристики, 
по градуировочной зависимости определяли 
содержание полипептида в таблетке с учетом 
разбавления.

Результаты и их обсуждение
Для изучения твердофазной флуоресцен-

ции антибактериальных веществ полипептид-
ного ряда и ее реализации при оценке качества 
ЛП в рамках данного исследования рассматри-
вали возможности использования различных 
матриц: целлюлозная бумага, цеолит, кремнезем 
и силикагель (в формате пластин ВЭТСХ на 
алюминиевой подложке). В ходе серии пред-
варительных экспериментов установлено, что 
наиболее оптимальным является применение 
пластин ВЭТСХ с силикагелем. Выбор обу-
словлен простотой использования, наличием 
инертного носителя, доступностью, экологич-
ностью и относительно низкой себестоимостью 
данного материала.

Нанесенные на твердую матрицу полипеп-
тиды под действием внешнего монохроматиче-
ского излучения проявляют флуоресцирующие 
свойства. В рамках реализуемого цветометри-
ческого подхода параметры флуоресценции ис-
пользуются в качестве аналитического сигнала 

с их последующим преобразованием в цифро-
вой формат посредством аддитивной системы 
RGB. Из представленного перечня антибакте-
риальных соединений только актиномицин D, 
виргиниамицин М1, виргиниамицин S1 и ново-
биоцин при выбранных условиях определения 
взаимодействуют с электромагнитным излуче-
нием длиной волны 365 нм при последующем 
излучательном переходе в невозбужденное 
(основное) состояние. Очевидно, что прочие ве-
щества способны к флуоресценции при других, 
отличных от представленных в данной работе, 
условиях возбуждения.

В соответствии с описанной выше проце-
дурой получены градуировочные зависимости 
для определения полипептидных антибиоти-
ков в диапазоне концентраций 32–500 мкг/мл 
(рис. 2, табл. 1). Согласно представленным 
данным, следует отметить, что зависимость 
рассчитанного аналитического сигнала от кон-
центрации компонента для актиномицина D и 
виргиниамицина М1 носит логарифмический 
характер, для виргиниамицина S1 и новобио-
цина – прямолинейный. 

Предел обнаружения (смин) и предел опре-
деления (сн) рассчитывали по формулам 3.3s/k 
и 10s/k соответственно (s – стандартное откло-
нение аналитического сигнала для холостого 
опыта, k – тангенс угла наклона градуировочной 
зависимости на линейном участке). Стандартное 
отклонение для Ar холостого опыта составляло 
(0,5±0,1) при n = 15.

Анализ готовых лекарственных пре-
паратов. При выбранных параметрах твер-
дофазно-флуориметрического определения 
полипептидов по собственной флуоресценции 
на пластинах ВЭТСХ провели анализ готовых 
лекарственных препаратов медицинского на-
значения («Пиостацин», «Космеген», «Дакти-
номицин»). Результаты количественной оценки 
содержания действующих (активных) веществ 
с учетом погрешности совпадают с содержани-
ем, заявленным изготовителем на упаковке. В 
табл. 2 представлены результаты определения 
полипептидов в лекарственных препаратах, 
приобретенных в аптечных пунктах розничной 
торговли. Относительное стандартное отклоне-
ние результатов анализа не превышает 0,05. Про-
должительность анализа составила 10–15 мин.
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Рис. 2. Градуировочные зависимости для определения актиномицина D (1), виргиниамицина М1 (2), виргиниами-
цина S1 (3) и новобиоцина (4)

Fig. 2. Calibration dependencies for the determination of actinomycin D (1), virginiamycin M1 (2), virginiamycin S1 (3), 
and novobiocin (4)

Таблица 1 / Table 1 
Аналитические характеристики определения полипептидных антибиотиков цветометрическим методом 

в диапазоне концентраций 32–500 мкг/мл
Analytical characteristics of the determination of polypeptide antibiotics by the colorimetric method 

in the concentration range of 32–500 μg/ml

Полипептид
Polypeptide

Уравнение градуировочной зависимости
Calibration equation R2 смин, мкг/мл сн, мкг/мл

Актиномицин D
Dactinomycin y = 52,8 ln(x) – 180,8 0,984 10 32

Виргиниамицин М1
Virginiamycin M1 y = 0,34 x + 42,54 0,973 10 32

Виргиниамицин S1
Virginiamycin S1 y = 60,2 ln(x) – 170,0 0,890 10 32

Новобиоцин
Novobiocin y = 0,37 x + 39,02 0,995 10 32
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Выводы
В работе представлен способ оценки ка-

чества лекарственных препаратов на основе 
антибактериальных веществ полипептидного 
ряда по собственной флуоресценции растворов 
аналитов, нанесенных на пластины ВЭТСХ, с 
использованием метода цифровой цветометрии. 
Для регистрации цветометрических характери-
стик в аддитивной системе RGB с последующим 
расчетом аналитического сигнала применяли 
смартфон и доступный программный продукт 
«RGBer». Выбранные условия в рамках данной 
работы являются пригодными для определения 
актиномицина D, виргиниамицина М1, вирги-
ниамицина S1 и новобиоцина. После получения 
стандартных цветовых шкал и построения гра-
дуировочных зависимостей в диапазоне концен-
траций 32–500 мкг/мл апробацию заявленного 
способа проводили на готовых лекарственных 
препаратах коммерческого производства «Пио-
стацин», «Космеген», «Дактиномицин». Резуль-
таты определения концентрации действующих 
(активных) веществ с учетом погрешности 
совпадают с содержанием, заявленным произ-
водителем. 
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Аннотация. Установлен аналитический эффект влияния мицелл катионных поверхностно-активных веществ (ПАВ) в реакциях неко-
торых ароматических альдегидов (АА) с 2,4-динитрофенилгидразином (ДНФГ) с образованием соответствующих аци-форм гидразо-
нов. Установлено, что аналитически значимые эффекты мицеллы неионных и анионных ПАВ в исследованной системе не вызывают. 
Определены аналитические характеристики систем ДНФГ – АА – катионный ПАВ (молярные коэффициенты поглощения (ε), диапазоны 
определяемых содержаний (ДОС), пределы обнаружения), на примере бензальдегида и его нитро-, сульфо-, хлор-, диметиламино- и 
метоксипроизводных, а также п-диметиламинокоричного альдегида (ДМАКА). Для большинства альдегидов ДОС находятся в интер-
вале от 0,2 до 2,1 мкг/мл, ε от 2.10-4 до 1.10-5 л.моль-1.см-1. Синтезирован гидразон, образованный ДНФГ и ДМАКА, осуществлена его 
идентификация элементным анализом и ИК-спектроскопически. Исследована растворимость полученного гидразона в водной (рН 13) 
и мицеллярной (цетилпиридиний хлорид (ЦПХ)) средах. Показано, что в мицеллах ЦПХ растворимость его возрастает приблизительно в 
60 раз, что приводит к стабилизации исследованной системы ДНФГ – АА – катионный ПАВ во времени (ее изотропности) и увеличению 
чувствительности определения соответствующего альдегида в отсутствие летучих и токсичных органических растворителей, при этом 
реализован принцип «зеленой химии». Установленный эффект катионных ПАВ реализован для разработки методики безэкстракци-
онного фотометрического определения стрептомицина (антибиотика группы аминогликозидов широкого спектра действия, эффек-
тивного против туберкулёза) в фармацевтических препаратах с ДОС от 2,1 до 87,4 мкг/мл. Погрешность прямого фотометрического 
определения стрептомицина не превышала 5–9%.
Ключевые слова: ароматические альдегиды, 2,4-динитрофенилгидразин, поверхностно-активные вещества, стрептомицин, мицел-
лярная экстракция
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Abstract. The analytical eff ect of micelles of cationic surfactants in the reactions of some aromatic aldehydes (AA) with 2,4-dinitrophenylhydrazine 
(DNPH) with the formation of the corresponding aci-forms of hydrazones has been established. It has been established that micelles of nonionic 
and anionic surfactants do not cause analytically signifi cant eff ects in the system under study. Analytical characteristics of systems DNPH–AA–
cationic surfactant (molar absorption coeffi  cients (ε), ranges of determined contents, limits of detection) were determined, using the example of 
benzaldehyde and its nitro-, sulfo-, chlorine-, dimethylamino- and methoxy derivatives, as well as p-dime thylaminocinnamic aldehyde (DMAC). 
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For the majority of aldehydes ranges of determined contents are in the range from 0,2 to 2,1 μg/ml, ε from 2.10-4 to 1.10-5 L.mol-1.cm-1. The 
hydrazone formed by DNPH and DMAC was synthesized and identifi ed by elemental analysis and IR spectroscopically. The solubility of the 
resulting hydrazone in aqueous (pH 13) and micellar (cetylpyridinium chloride, CPC) media was studied. It has been shown that its solubility 
in CPC micelles increases approximately 60 times, which leads to the stabilization of the studied system DNPH – AA – cationic surfactant in 
time (its isotropy) and an increase in the sensitivity of the determination of the corresponding aldehyde in the absence of volatile and toxic 
organic solvents, while the principle “green chemistry” has been implemented. The established eff ect of cationic surfactants was implemented 
to develop a method for the non-extraction photometric determination of streptomycin (a broad-spectrum aminoglycoside antibiotic eff ective 
against tuberculosis) in pharmaceutical preparations with ranges of determined contents from 2,1 to 87,4 μg/ml. The error of direct photometric 
determination of streptomycin did not exceed 5–9%.
Keywords: aromatic aldehydes, 2,4-dinitrophenylhydrazine, surfactants, streptomycin, micellar extraction
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Введение

Ароматические альдегиды (АА) являются 
бесцветными жидкостями или кристаллически-
ми веществами с приятным ароматом, наиболее 
часто применяются в органическом синтезе, 
производстве трифенилметановых красителей, 
лекарственной и парфюмерной промышлен-
ности [1]. Большинство альдегидов оказывают 
раздражающее действие на слизистую оболоч-
ку глаз и верхних дыхательных путей, вредно 
влияют на нервную систему. Актуальной анали-
тической задачей является разработка высоко-
чувствительных и простых безэкстракционных 

фотометрических способов определения аро-
матических альдегидов в различных объектах.

В фотометрическом анализе карбонильных 
соединений применяют реакции образования 
аци-форм нитросоединений [2]. В качестве 
реагента рекомендуют 2,4-динитрофенилгидра-
зин (ДНФГ). Преимуществом динитрофенил-
гидразинового способа является его высокая 
специфичность по отношению к карбониль-
ным соединениям. Несмотря на то что ДНФГ 
представляет собой основание, неспособное 
существовать в аци-форме, соответствующие 
ему гидразоны под влиянием щелочей превра-
щаются в интенсивно окрашенные аци-соли:

Реакции такого типа имеют ряд недостатков: 
применение в качестве среды токсичных рас-
творителей (метанол, бензол и др.); кипячение 
растворов, в ряде случаев, в течение 3 ч; необ-
ходимость проведения жидкостно-жидкостной 
экстракции для концентрирования гидразонов 
и снижения пределов обнаружения альдегидов.

Одним из эффективных способов улучше-
ния метрологических характеристик фотоме-
трических реакций органических реактантов 
является замена органических сред токсичных 
растворителей на мицеллярные, введением 
в системы поверхностно-активных веществ 
(ПАВ) [3]. Такой подход ранее применен нами 
для реакций конденсации первичных аромати-
ческих аминов с некоторыми ароматическими 
альдегидами. Влияние мицелл ПАВ в таких 
системах приводило к снижению пределов 

обнаружения ариламинов на 1-2 порядка [4–11].
Влияние мицелл ПАВ на аналитические ха-

рактеристики реакций АА с ДНФГ мало изучено. 
Имеются лишь единичные работы по влиянию 
ПАВ на скорость и метрологические характери-
стики реакций конденсации АА с гидразином 
[12–14] и фенилгидразином [14]. В связи с этим 
целью настоящей работы явилось исследование 
влияния мицелл различных ПАВ на аналитиче-
ские характеристики систем АА – ДНФГ.

Материалы и методы
В качестве основного органического реа-

гента применяли 2,4-динитрофенилгидразин, 
ч. (ТУ-6-09-2394-72), перекристаллизованный 
из н-бутанола. В табл. 1 представлены объек-
ты исследования – бензальдегид и его произ-
водные.
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Таблица 1 / Table 1 
Исследуемые ароматические альдегиды

Investigated aromatic aldehydes

№ Альдегид / Aldehyde Формула / Formula Мr

1 Бензальдегид
Benzaldehyde

OHC 106,12

2 п-Диметиламинобензальдегид
p-Dimethylaminobenzaldehyde

OHC N(CH3)2 149,19

3 п-Диметиламинокоричный альдегид
p-Dimethylaminocinnamaldehyde

H
C N(CH3)2C

H
OHC 176,16

4 Анисовый альдегид
Anisaldehyde

OHC OCH3 136,15

5 п-Нитробензальдегид
p-Nitrobenzaldehyde

OHC NO2 151,13

6 м-Нитробензальдегид
m-Nitrobenzaldehyde

OHC

NO2

151,13

7 п-Хлорбензальдегид
p-Chlorobenzaldehyde

OHC Cl 186,5

8 2,4-Дисульфобензальдегид
2,4-Disulfobenzaldehyde OHC SO3H

HO3S

262,12

9 Стрептомицин
Streptomycin 581,57

Все альдегиды предварительно перекри-
сталлизовывали из водно-этанольного рас-
твора реактива до постоянной температуры 
плавления согласно [15], кроме анисового и 
бензальдегида. Последние применяли свеже-
перегнанные. Стрептомицина сульфат (фар-
мацевтический препарат) дополнительно не 
очищали. 

В качестве катионных ПАВ применяли 
моногидрат цетилпиридиния хлорида (ЦПХ), 
чда, С21Н38NCl.H2O и цетилтриметиламмония 
бромид (ЦТМА), С12Н47NBr, чда. Для поддер-

жания постоянного значения рН применяли 
боратные буферные растворы.

Электронные спектры поглощения реги-
стрировали на спектрофотометре Shimadzu UV-
1800, ИК-спектры – на фурье- спектрофотометре 
ФСМ 1201 ООО «Мониторинг» в гексахлорбута-
диене (4000–1800, 1500–1300 см-1) и вазелиновом 
масле (1300–400 см-1). Дериватограммы получа-
ли на дериватографе ОД-103 в интервале темпе-
ратур 0–1000°С в атмосфере воздуха. Скорость 
нагревания 10°С/мин. Значения рН контролиро-
вали на рН-метрах «рН-121», «рН-673».
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Синтез гидразона из ДНФГ и п-диметил-
аминокоричного альдегида. 

Навеску (0,0277 г) ДНФГ растворяли 
в колбе на 500 мл дистиллированной во-
дой при нагревании. Раствор подкисляли 
конц. НСl до рН ≈ 1. Аналогично растворяли 
п-диметиламинокоричный альдегид в коли-
честве 0,0492 г. Горячие растворы реактантов 
смешивали и нагревали при температуре 80–
90°С до полной коагуляции осадка. Реакцион-
ную смесь тщательно перемешивали стеклян-
ной палочкой. После охлаждения реакционной 
смеси образовавшийся осадок отфильтровы-
вали и промывали дистиллированной водой. 
Отсутствие хлоридов в фильтрате определяли 

по реакции с нитратом серебра. Полученный 
гидразон высушивали при температуре 110°С 
до постоянной массы. Выход продукта составил 
70% от теоретически рассчитанного.

Результаты и их обсуждение
Выбор представленных в табл. 2 альдегидов 

обусловлен различным положением (о-, м-, п-) и 
природой заместителей в ароматическом кольце 
с целью дальнейшего сопоставления и прогнози-
рования оптимальных условий реакций.

Исследование влияния различных типов 
ПАВ осуществляли на примере модельной си-
стемы 2,4-динитрофенилгидразин – п-диметил-
аминокоричный альдегид (ДМАКА):

Как видно из схемы, реакция протекает 
в две основные стадии. На первой стадии в 
кислой среде осуществляется конденсация 
реагента с карбонильным соединением с обра-
зованием малорастворимого в воде гидразона. 
На второй стадии, в щелочной среде, образуется 
аци-форма соответствующего гидразона, рас-
творимость которой в воде увеличивается, но 
незначительно.

Известно [2], что малорастворимые в воде 
2,4-динитрофенилгидразоны в фотометрическом 
анализе карбонильных соединений получают в 
среде метанола, этанола и других органических 
растворителей, и для увеличения их раство-
римости проводят экстракцию бензолом или 
петролейным эфиром.

Для увеличения растворимости гидразонов 
в водной среде нами исследовано солюбили-
зирующее действие мицелл ПАВ различных 
типов. Так, при введении мицелл анионных 
ПАВ (додецилсульфат натрия) в исследованную 
систему существенного изменения растворимо-

сти образующегося на первой стадии реакции 
гидразона (I) не наблюдалось. После добавления 
щелочи и образования аци-формы (II), раство-
римость ее также увеличивалась незначительно, 
так как анионные ПАВ имеют одноименный 
заряд, что и нитро-группа гидразона. Поэтому 
происходит электростатическое отталкивание 
одинаково заряженных фрагментов молекул, 
что позволяет предполагать отсутствие взаимо-
действия между данными реактантами.

В мицеллах неионных ПАВ (ОП-10) раство-
римость (I) также практически не изменялась 
в течение 5–6 ч, лишь в присутствии мицел-
лярных концентраций катионных ПАВ (ЦПХ) 
наблюдалось полное растворение гидразона 
(I) в виде его аци-формы (II). Образовавшиеся 
при этом растворы гомогенны и устойчивы 
в течение нескольких часов. Рассмотрено 
влияние на модельную реакцию двух пред-
ставителей катионных ПАВ: цетилпиридиния 
хлорида и цетилтриметиламмония бромида 
(рис. 1, а, б).

Т. А. Соколова и др. Аналитические реакции 2,4-динитрофенилгидразина 
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Рис. 1. Спектры поглощения системы ДНФГ–ДМАКА–ПАВ при различных концентрациях ЦПХ (а) и ЦТМА (б). 
сДМАКА = 1.10-5 М; сДНФГ = 1.10-4 М; l=1 см, раствор сравнения  боратный буферный раствор (рН 13). сПАВ: 1 – 1.10-4 М; 

2 – 2.10-4 М; 3 – 4.10-4 М; 4 – 6.10-4 М; 5 – 8.10-4 М
Fig. 1. Absorption spectra of the DNPH–DMAC – surfactant system at different concentrations of CPC (a) and CTMA (b). 
сDMAC = 1.10-5 M; сDNPH = 1.10-4 M; l=1 cm, the reference solution is a borate buffer solution (pH 13). сsurfactant: 1 – 1.10-4 M; 

2 – 2.10-4 M; 3 – 4.10-4 M; 4 – 6.10-4 M; 5 – 8.10-4 M

Как видно из рис. 1, оба представителя 
катионных ПАВ дают положительный эффект, 
однако интенсивность поглощения соответству-
ющей аци-формы гидразона (λмакс = 500 нм) в 
мицеллах ЦПХ выше, чем в мицеллах ЦТМА, 
что связано с большей гидрофобностью ЦПХ за 
счет пиридинового кольца. В связи с этим для 
дальнейших исследований в качестве катионного 
ПАВ был выбран цетилпиридиний хлорид.

Для установления оптимальных условий 
реакции ДНФГ с некоторыми альдегидами (см. 
табл. 2) варьировали рН, концентрации реагента, 
ЦПХ, температуру и порядок смешивания рас-
творов. Установлено универсальное действие 
мицелл ЦПХ во всех исследуемых системах не 
зависимо от природы и положения заместите-
ля в ароматическом кольце при оптимальных 
условиях: рН 13; с(ДНФГ) = 4.10-4 М; с(ЦПХ) = 
= 6.10-4 М; температура – 20–25°С; порядок 
смешивания: ДНФГ – АА – ЦПХ – буферный 
раствор.

Положение максимумов светопоглоще-
ния соответствующих аци-форм гидразонов 
приведены в табл. 2, которые варьируют в 
интервале 470 нм (бензальдегид) – 530 нм 
(п-нитробензальдегид).

Анализ данных табл. 3 показал, что предел 
обнаружения (ПрО) и диапазон определяемых 
содержаний (ДОС) практически для всех аль-
дегидов находится в интервале 0,2–3,3 мкг/мл. 

Лишь для ДМАКА предел обнаружения на 
порядок ниже, что можно объяснить наличием 
более длинной цепи сопряжения в образующем-
ся гидразоне (I).

Синтезированный гидразон (I) исследо-
вали термогравиметрически и ИК-спектро-
скопически. Установлено, что в его состав не 
входит как гигроскопическая, так и струк-
турно-связанная вода, о чем свидетельствует 
широкая площадка на кривой ТГ до 200°С и 
отсутствие эндотермического эффекта удаления 
растворителя (воды) на кривой ДТА. Образец 
выгорает полностью (убыль массы 100%), что 
свидетельствует об отсутствии неорганических 
примесей.

Анализ ИК-спектра гидразона (I) показал 
наличие характеристических полос в области 
1600–1618 см-1 азометиновой группировки 
>C=N-, а также полосы с частотой 3265 см-1, 
которая отвечает валентным колебаниям –NH-
группы и свидетельствует в пользу принадлеж-
ности анализируемого продукта к гидразонам. 
Кроме того, в ИК-спектре гидразона (I) отсут-
ствуют характерные для исходных веществ ча-
стоты альдегидной группы в области 1715–1695 
см-1 и NH2-группы в области 3200–3500 см-1. 
Таким образом, проведенная идентификация 
синтезированного продукта позволила сделать 
вывод о том, что синтезированный гидразон 
отвечает формуле (I):

а /a б/b
λ, nmλ, nm
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Растворимость гидразона (I) определяли 
методом изотермического насыщения, ко-
торая составила для водной среды 4.10-7 М 
(7,05 . 10-5 г/л) и 2,5.10-5 М (4,4.10-3 г/л) для ми-
целлярной (ЦПХ). Растворимость гидразона 
при переходе от водной среды к мицеллярной 
увеличивается примерно в 60 раз, что приводит 
к стабилизации фотометрируемых растворов в 
течение более 5 ч.

Эффект, вызываемый мицеллами ЦПХ 
в реакциях образования гидразонов из АА и 
ДНФГ, применен для разработки методики 
определения стрептомицина в фармпрепаратах.

Количественное определение стрепто-
мицина в фармпрепаратах. Ввиду того что 
препараты стрептомицина в ряде случаев со-
держат биологически неактивные продукты 
его распада с такими же функциональными 
группами, а также ряд примесей с подобными 
группировками, которые могут привести к 
различным токсическим и аллергическим ре-

акциям, таким как лекарственная лихорадка, 
дерматит, головокружение, сердцебиение и т.д., 
специфичность метода анализа, позволяющего 
определять только стрептомицин в присутствии 
продуктов его разложения и примесей, при-
обретает первостепенное значение. В реакции 
участвует карбонильная группа стрептозной 
части молекулы.

Нами предложен безэкстракционный фото-
метрический метод определения стрептомици-
на, основанный на реакции конденсации ДНФГ 
в мицеллах катионных ПАВ. Предварительно 
зарегистрированы спектры поглощения систе-
мы стрептомицин – ДНФГ – ЦПХ (рис. 2). Как 
видно из рис. 2, в спектре наблюдаются интен-
сивная полоса поглощения с λмакс = 430 нм и 
менее интенсивная при λмакс = 510 нм, которая 
соответствует переходу гидразона в аци-форму. 
Для построения градуировочных характеристик 
применяли обе рабочие длины волн.

Исследована зависимость Амакс – время 
кипячения раствора стрептомицина с ДНФГ 
(рис. 3). Равновесие в исследуемой системе до-
стигается спустя 40 мин кипячения. Проводить 
определение стрептомицина в равновесных 

Таблица 2 / Table 2 
Некоторые аналитические характеристики систем АА – ДНФГ – ЦПХ

Some analytical characteristics of the systems AA – DNPH – CPC

№ Аналит 
Analyte

λмакс, нм
λmax, nm

ε, л.моль-1 . см-1

ε, l.m-1 . cm-1
ПрО, М
LOD, М

ДОС, мкг/мл;
Ranges of determined 

contents, μg/ml

1 Анисовый альдегид
Anisaldehyde 470 4,0 ∙ 104 1,6 . 10-6 0,28–2,1

2 Бензальдегид
Benzaldehyde 470 2,1 ∙ 104 2,4 ∙ 10-6 0,25–1,4

3 п-Диметиламино- бензальдегид
p-Dimethylamino-benzaldehyde 480 2,0 ∙ 104 1,2 ∙ 10-6 0,18–2,1

4 п-Диметиламино- коричный альдегид
p-Dimethylamino-cinnamaldehyde 500 1,3 ∙ 105 3,9 ∙ 10-7 0,060–0,19

5 n-Нитробензальдегид
p-Nitrobenzaldehyde 530 2,0 ∙ 104 1,2 ∙ 10-6 0,18–1,9

6 м-Нитробензальдегид
m-Nitrobenzaldehyde 470 2,0 ∙ 104 1,2 ∙ 10-6 0,18 – 2,0

7 п-Хлорбензальдегид
p-Chlorobenzaldehyde 470 2,1 ∙ 104 1,2 ∙ 10-6 0,20–2,1

8 2,4-Дисульфо-бензальдегид
2,4-Disulfobenzaldehyde 480 1,9 ∙ 104 1,3 ∙ 10-6 0,28–2,3

9 Стрептомицин
Streptomycin 430 2,9 ∙ 104 7,0 ∙ 10-7 2,1– 87

Т. А. Соколова и др. Аналитические реакции 2,4-динитрофенилгидразина 



Научный отдел268

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2023. Т. 23, вып. 3

условиях (40 мин кипячения) нецелесообразно. 
Поэтому нами предложена методика его опре-
деления, в неравновесных условиях спустя 10 
мин кипячения, так как за это время достигается 
период полупревращения исходного препарата.

Построение градуировочной характеристики.
Из исходного раствора стрептомицина 

готовили рабочие растворы с концентрациями 

1.10-6, 2.10-6, 4.10-6, 6.10-6, 8.10-6, 2.10-5, 4.10-5, 
6.10-5 и 8.10-5 М, добавляли по 0,4 мл ДНФГ 
(1.10-2 М); 0,6 мл ЦПХ (1.10-2 М) и нагревали 
в кипящей водяной бане 10 мин, в том числе 
и раствор сравнения, не содержащий стрепто-
мицина. После охлаждения доводили общий 
объем раствора до 10 мл боратным буферным 
раствором (рН 13). 

Рис. 2. Спектр поглощения системы стрептомицин – ДНФГ – ЦПХ. сДНФГ = 4.10-4 
М; сЦПХ = 6.10-4 М; l=1 см; рН 13

Fig. 2. Absorption spectrum of the streptomycin – DNPH – CPC system. 
сDNPH = 4.10-4 M; сCPC = 6.10-4 M; l =1 cm; pH 13

1

2

Рис. 3. Зависимость А от tкипячения растворов стрептомицина (1.10-5 М) 
и ДНФГ (1.10-4 М); сЦПХ = 5.10-4 М; рН 13: 1 – 430 нм, 2 – 510 нм

Fig. 3. Dependence of a on the boiling point of streptomycin solutions (1.10-5 M) 
and DNPH (1.10-4 M); сCPC = 5.10-4 M; pH 13: 1 – 430 nm, 2 – 510 nm

λ, nm

t, h
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Рис. 4. Зависимость А – с(стрептомицина), сДНФГ = 4.10-4 М; сЦПХ = 6.10-4 М; 
1 – 430 нм, 2 – 510 нм. l = 1 см

Fig. 4. Dependence A – c(streptomycin), cDNPH = 4.10-4 M; cCPC = 6.10-4 M; 
1 – 430 nm, 2 – 510 nm. l = 1 cm

Методом наименьших квадратов уста-
новлено, что градуировочные характеристи-
ки описываются линейными уравнениями 
вида у = 0,045 ± 2.9.104.с (λмакс = 430 нм) и 
у = 0,056 ± 1,39.104.с (λмакс = 510 нм). Коэффи-
циенты корреляции составили 0,996 и 0,994 
соответственно (рис. 4).

Предел обнаружения для стрептомицина 
составил 7,0 . 10-7 М, что ниже на порядок, чем в 

известных в литературе методиках [16], ДОС – 
(2,1–87,4) мкг/мл.

Правильность результатов анализа контро-
лировали методом «введено-найдено». Для этого 
из исходного раствора стрептомицина готовили 
по 3 серии рабочих растворов с концентрациями 
6.10-6 и 3.10-5 М соответственно и добавляли 
реактивы, как указано ниже в методике опреде-
ления стрептомицина (табл. 3).

1

2

Таблица 3 / Table 3 
Результаты оценки правильности определения стрептомицина

в модельной смеси (n = 3, P = 0,95)
Results of the evaluation of the correctness of the determination of streptomycin in the model mixture 

(n = 3, P = 0.95)

Введено, мкг/мл
Introduced, μg/ml

Найдено, мкг/мл
Found, μg/ml

S Х ± ΔХ

430 нм 510 нм 430 нм 510 нм 430 нм 510 нм

44
44,8
44,4
44,8

46,5
46,4
46,5

0,124 0,34 44,6 ± 0,6 46,4 ± 0,9

8,7
8,73
8,80
8,60

9,00
9,20
9,30

0,070 0,090 8,7 ± 0,2 9,2 ± 0,2

Методика определения стрептомицина. 
К анализируемому образцу, содержащему 
(2,1–87,4) мкл/мл стрептомицина, добавляют 
0,4 мл ДНФГ (1.10-2 М); 0,6 мл ЦПХ (1.10-2 М), 
нагревают 10 мин на кипящей водяной бане, в 
том числе и раствор сравнения. Затем доводят 

до 10 мл общий объем боратным буферным 
раствором (рН 13) и регистрируют оптическую 
плотность относительно раствора сравнения 
(l = 1 см; λмакс = 430 нм). Концентрацию стреп-
томицина определяют по предварительно по-
строенному градуировочному графику.

С, mol/L
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Выводы
Таким образом, разработанная методика 

безэкстракционного фотометрического опреде-
ления стрептомицина в фармпрепаратах отли-
чается высокой чувствительностью. Проведение 
реакции в водных растворах ЦПХ позволило ис-
ключить токсичные растворители, погрешность 
определения при этом не превысила 5–9%.
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Аннотация. Получение различных моторных топлив осуществляют посредством переработки светлых фракций нефти, с температурой 
начала кипения до 350°С. Нынешняя тенденция показывает утяжеление нефти на новых месторождениях. Новые залежи нефти на-
ходятся глубже большей долей темных фракций с температурой кипения от 350°С. Данная ситуация ведет к поиску решений по увели-
чению глубины переработки светлых фракций для получения целевых продуктов. Одним из основных путей решения поставленной 
задачи является создание новых или модернизация существующих каталитических систем. Моторные топлива должны соответствовать 
необходимым эксплуатационным и экологическим характеристикам, что определяется их химическим составом. Исследованы бифунк-
циональные катализаторы на превращение н-гексана. В качестве носителя использован высокомолекулярный цеолит ЦВМ (ZSM-5), 
который обладает бифункциональностью из-за наличия разных активных центров. На носитель была нанесена платина (Pt/ЦВМ), пра-
зеодим (Pr/ЦВМ), а также последовательно нанесены празеодим и платина (Pt,Pr/ЦВМ) методом пропитки. В качестве сырья исполь-
зовался нормальный гексан. Выбор данного сырья связан со способностью к реакции ароматизации, а также присутствием н-гексана 
в сырье в процессе получения моторных топлив – каталитическом риформинге. В результате превращения сырья получено жидкое 
топливо многокомпонентного состава с количеством углеродных атомов в цепи от 3 до 14, а также газы, содержащие углеводороды 
С1 – С5. При превращении н-гексана на исследуемых катализаторах с увеличением температуры растет и октановое число и содержание 
ароматических углеводородов. Установлено, что при проведении процесса при температуре 450°С наибольший выход катализата со-
ставляет (33,8 масс. %) на катализаторе Pt,Pr/ЦВМ. С ростом температуры повышается выход бензола. Минимальный выход бензола 
(0,6 масс. %) при 450°С отмечается у биметаллического катализатора, что соответствует стандарту автобензина ЕВРО-5. Наибольшая 
степень наблюдалась в ходе превращения н-гексана на каталитической системе Pt,Pr/ЦВМ при температуре 450 °С (97%). 
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Abstract. The production of various motor fuels is carried out by processing light fractions of oil with an initial temperature of boiling to 350°С. The 
current trend shows that oil in new fi elds has more weight than before. New oil reservoirs are deeper with a greater proportion of dark fraction 
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with a boiling point of 350°С. This situation stimulates to fi nd new ways of increasing the processing depth light fractions for synthesis target 
product. One of the main solution path for the problem is creation of new catalytic systems or modernization of existing ones. Motor fuels 
must meet the necessary operational and environmental characteristics, which is determined by their chemical composition. This article is 
devoted to the study of bifunctional catalyzers for the conversion of n-hexane. High molecular zeolite CVM (ZSM-5) was used as a carrier, which 
has functionality due to the presence of various active centers. Platinum (Pt/CVM), praseodymium (Pr/CVM) were also applied to the carrier, 
and praseodymium and platinum (Pt,Pr/CVM) were successively applied by impregnation. Normal hexane was used as a raw material. The 
choice of this raw material is associated with the ability to aromatization reaction, as well as the presence of n-hexane in the raw materials 
of the process of obtaining motor fuels-catalytic reforming. As a result of the transformation of raw materials, liquid fuel of multicomponent 
composition with the number of carbon atoms in the chain from 3 to 14, as well as gases containing C1 – C5 hydrocarbons, was obtained. 
When n-hexane is converted on the catalyzers under study, both the octane number and the content of aromatic hydrocarbons increase with 
increasing temperature. It has been found that when the process is carried out at a temperature of 450°C, the highest yield of the catalysate 
is (33.8% by weight.) on a Pt,Pr/CVM catalyzer. With an increase in temperature, the yield of benzene increases. Minimum benzene yield 
(0.6 wt. %) is achieved at 450°C marked by a bimetallic catalyzer, which corresponds to the EURO-5 gasoline standard. The highest degree of 
conversion was observed during the conversion of n-hexane on the Pt,Pr/CMC catalytic system at a temperature of 450° C, which was (97%).
Keywords: n-hexane, transformations, catalytic reforming, platinum, praseodymium, bimetallic catalyzers
For citation: Vnukov I. V., Ashikhmin E. A., Romadenkina S. B., Aniskova T. V. Study of the activity of bifunctional catalyzers on the trans-
formation of n-hexane. Izvestiya of Saratov University. Chemistry. Biology. Ecology, 2023, vol. 23, iss. 3, pp. 272–279 (in Russian). https://doi.
org/10.18500/1816-9775-2023-23-3-272-279, EDN: XVTDKC
This is an open access article distributed under the terms of Creative Commons Attribution 4.0 International License (CC-BY 4.0)

Введение
На сегодняшний день большой вклад в 

производство современных моторных топлив 
вносит процесс каталитического риформинга. В 
промышленности используют катализаторы, на 
носитель которых нанесены благородные метал-
лы, отличающиеся особой чувствительностью к 
воздействию каталитических ядов и воды, при 
этом очень дорогие. Поэтому актуальной задачей 
остается разработка эффективных каталитических 
систем с отсутствием этой группы или минималь-
ным содержанием благородных металлов [1–3].

Первыми были введены в эксплантацию 
монометаллические катализаторы с содержанием 
платины до 0,8 масс. %, что стало причиной боль-
ших экономических затрат.Введение второго ме-
талла на носитель приводит к увеличению меж-
регенерационного периода и уменьшению затрат 
в связи с уменьшением количества наносимого 
благородного металла. Основным металлом, 
также как и в монометаллическом катализаторе, 
являлась платина, которая увеличивала скорость 
реакцией гидрирования и дегидрирования. В 
качестве второго металла были нанесены рений, 
олово или иридий [4, 5].

В настоящее время в промышленности ис-
пользуются катализаторы различного состава, 
такие как ПР-81 (содержание платины 0,3 масс. %, 
рения 0,3 масс. %), R-254 (содержание платины 
0,3 масс. %, рения 1,0 масс. %), РФ-1 (содержание 
платины 0,25 масс. %, рения 0,4 масс. %) и др.

Широкое распространение за счет большой 
удельной поверхности получили γ-Al2O3. По-

средством модификации свойств можно повы-
сить селективность, активность и стабильность 
катализатора [5–7].

Особенностью цеолитных катализаторов яв-
ляется их бифункциональность. Благодаря этой 
особенности отдельные стадии одной реакции 
каталитического риформинга, в присутствие 
катализатора на основе цеолитов, протекают 
на металлических и кислотных центрах [8]. 
Металлические центры увеличивают скорость 
реакции дегидрирования парафинов в олефины, 
циклопарафинов – в нафтены и в ароматические 
углеводороды. На кислотных центрах протекают 
реакции изомеризации и гидрокрекинга, продук-
ты которых подвергаются реакциям дегидриро-
вания на металлических центрах [9–11]. 

Необходимость подбора нового состава 
катализатора определяется не только экономи-
ческой стороной, но и с экологической. Стан-
дарты «ЕВРО» для моторных топлив с течением 
времени вводят более жесткие требования, взяв 
курс на экологизацию бензинов. Для улучшения 
физико-химических параметров, а также удов-
летворения условий экологических стандартов 
требуется создание новых каталитических 
систем [12–13]. 

Для исследования активности бифункцио-
нальных катализаторов были проведены опыты 
на каталитических системах: цеолит высокомо-
дульный (ЦВМ), Pt/ЦВМ (содержание платины 
0,13 масс. %), Pr/ЦВМ (содержание празеодима 
0,7масс. %), Pr,Pt/ЦВМ (содержание празеодима 
0,7масс. %, платины 0,13 масс. %). Выбор ЦВМ 
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связан с особенностью узкого диапозона размера 
пор (от 0,3 до 0,7 нм), что не позволяет синтезиро-
ваться на поверхности носителя поликонденси-
рованным ароматическим углеводородам. Метод 
пропитки был взят за основу нанесения металлов 
на носитель, остаточной раствор после пропитки 
был проанализирован спектрофотометрическим 
методом анализа. 

Материалы и методы 
Исследования активности всех каталити-

ческих систем проводились на лабораторной 
установке проточного типа в инертной среде 
при атмосферном давлении в интервале темпе-
ратур 400–500°С с интервалом 50°С. Скорость 
подачи сырья 8 мл/ч, объем загруженного ка-
тализатора 8 см3. В результате превращения 
сырья получено жидкое топливо многокомпо-
нентного состава с количеством углеродных 

атомов в цепи от 3 до 14, а также газы, содер-
жащие углеводороды С1 – С5.

Расчет был осуществлен с помощью про-
граммы «Хроматэк Аналитик», которая позво-
ляет установить детальный состав полученных 
смесей, относительную плотность, фракци-
онный состав и октановое число продукта по 
исследовательскому и моторному методу. В 
качестве сырья использовался н-гексан, выбор 
обоснован наличием достаточного количества 
атомов углерода для реакций ароматизации с 
получением бензола, а также тем, что н-гексан 
входит в состав сырья каталитического рефор-
минга.

Результаты и их обсуждение
В табл. 1 и 2 представлены материальные 

балансы превращений н-гексана на четерех ка-
талитических системах. 

Таблица 1 / Table 1 
Материальные балансы превращения н-гексана на каталитических системах ЦВМ, Pt/ЦВМ

Material balances for the transformation of the n-hexane on Pt/CVM and CVM catalytic systems

Приход 
Before

Расход 
After

ЦВМ / CVM Pt/ЦВМ  /  Pt/CVM

400° С 450° С 500° С 400° С 450° С 500° С

Масса
Mass

г
g % Масса

Mass
г
g % г

g % г
g % г

g % г
g % г

g %

н-гексан
n-hexane 6,5 100,0

Жидкие продукты
Liquidproduct 2,3 35,4 2,1 32,3 2,0 30,8 3,2 49,2 2,3 35,4 1,9 29,2

Газовые продукты
Gaseousproduct 4,2 64,6 4,4 67,7 4,5 69,2 3,3 50,8 4,2 64,6 4,6 70,8

Сумма
Sum 6,5 100,0 Сумма

Sum 6,5 100,0 6,5 100,0 6,5 100,0 6,5 100 6,5 100 6,5 100

Таблица 2 / Table 2 
Материальные балансы превращения н-гексана на каталитических системах Pr/ЦВМ, Pt,Pr/ЦВМ

Material balances for the transformation of the n-hexane on Pt/CVM and Pt, Pr/CVM catalytic systems

Приход
Before

Расход
After

Pr/ЦВМ  / Pr/CVM Pt,Pr/ЦВМ  /  Pt,Pr/CVM

400° С 450° С 500° С 400° С 450° С 500° С

Масса
Mass

г
g % Масса

Mass
г
g % г

g % г
g % г

g % г
g % г

g %

н-гексан
n-hexane 6,5 100,0

Жидкие продукты
Liquidproduct 2,1 32,3 1,9 29,2 1,6 24,6 2,6 40,0 2,3 35,4 1,9 29,2

Газовые продукты
Gaseousproduct 4,4 67,7 4,6 70,8 4,9 75,4 3,9 60,0 4,2 64,6 4,6 70,8

Сумма
Sum 6,5 100,0 Сумма

Sum 6,5 100,0 6,5 100,0 6,5 100,0 6,5 100 6,5 100 6,5 100

Потери составляли менее 3%. 
Основным показателем при проведении 

процесса является конверсия сырья. На рис. 1 

представлена диаграмма степени превращения 
н-гексана на каталитических системах в ряде 
температур.
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Рис. 1. Степень превращения н-гексана на катализаторах ЦВМ, Pt/ЦВМ, Pr/ЦВМ, Pt,Pr/ЦВМ
Fig. 1. The degree of transformation of n-hexane on the catalysts of CVM, Pt/CVM, Pr/CVM, Pt, 

Pr/CVM

На рис. 1 видно, что увеличение степени 
превращения в ряде температур наблюдается у 
всех каталитических систем. На биметаллическом 
катализаторе Pt,Pr/ЦВМ при 500°С была установ-
лена наибольшая степень превращения н-гексана.

В табл. 3 представлены составы газообраз-
ных продуктов превращения стабильного ги-
дрогенизата на катализаторах ЦВМ, Pt/ЦВМ,Pr/
ЦВМ, Pt,Pr/ЦВМ.

В результате превращения н-гексана с 
увеличением температуры наблюдается уве-

личение выхода газообразных продуктов (на 
ЦВМ – с 64,6 до 69,2 масc. %; на Pt/ЦВМ – 
с 50,8 до 70,8 масc. %; на Pr/ЦВМ – с 67,7 
до 75,4 масc.%; на Pt,Pr/ЦВМ – с 60,0 до 
70,8 масc. %), также достигается наибольшее 
выделение Н2 при 450°С на всех каталитиче-
ских системах и выход СН4 при 500°С, что 
свидетельствует об увеличении вклада реак-
ций ароматизации и циклизации н-гексана 
при 450°С и вклада реакций гидрокрекинга 
при 500°С.

Таблица 3 / Table 3 
Состав газообразных продуктов превращения н-гексана на четырех каталитических системах

Composition of gaseous products of transformation of n-hexane on four catalytic systems

Компонент
Component

Выход продуктов, % масс. / Productyield, wt. %

ЦВМ / CVM Pt/ЦВМ  /  Pt/CVM Pr/ЦВМ  /  Pr/CVM Pt,Pr/ЦВМ  /  Pt,Pr/CVM

400°С 450°С 500°С 400°С 450°С 500°С 400°С 450°С 500°С 400°С 450°С 500°С

Н2 – – 1.3 0.3 4.2 0.2 – 7.6 5.5 0.1 2.7 1.6

СН4 1.0 0.6 5.3 1.0 4.3 7.4 0.5 8.3 15.8 0.5 26 45.9

СО2 9.6 – 0.3 0.1 0.3 0.2 8.5 0.8 – 0.1 0.2 0.5

C2H4 – 0.7 6.4 0.9 1.5 3.0 5.0 2.4 10.8 1.7 2.7 3.4

C2H6 – 2.6 35.3 5.9 16.0 25.4 0.7 17.5 24.6 4.1 7.0 8.9

C3H6 64.5 76.4 29.0 66.6 56.0 47.8 60.5 58.1 39.3 74.1 27.6 34.0

C3H8 – – 19.3 – – – 3.1 – – 0.8 0.5 0.3

C4H10 22.3 19.1 2.5 16.6 16.1 7.5 19.6 5.2 3.8 15.6 6.2 3.4

C5H12 1.6 – – 1.1 0.7 0.4 0.8 – – 0.5 0.4 0.2

Итого 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

В табл. 4 представлен основной групповой 
состав продуктов превращения н-гексана.

С повышением температуры селективность 
по реакциям изомеризации уменьшается, при 

росте доли реакций арматизации, что свиде-
тельствует о росте массовой доли ароматиче-
ских углеводородов в продуктах с повышением 
температуры проведения процесса (см. табл. 4). 
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Таблица 5 /  Table 5 
Показатели октанового числа по исследовательскому и моторному методу продуктов превращения 

н-гексана на ЦВМ, Pt/ЦВМ,Pr/ЦВМ, Pt,Pr/ЦВМ
Octane number indicators according to the research and motor method of n-hexane conversion products 

on CVM, Pt/CVM,Pr/CVM, Pt, Pr/CVM

Катализатор
Catalyst

Температура, °С
Temperature, °С

Показатель ОЧ

Исследовательский метод (ИОЧ)
Rated Octane Number

Моторный метод (МОЧ)
Мotor Octane Number

ЦВМ
CVM

400 80,8 72,5

450 85,6 93,4

500 90,2 96,5

Pt/ЦВМ
Pt/CVM

400 91,0 107,9

450 90,1 107,6

500 94,0 112

Pr/ЦВМ
Pr/CVM

400 84,6 95,1

450 90,1 102,3

500 96,6 105,6

Pt,Pr/ЦВМ
Pt,Pr/CVM

400 91,0 108,6

450 93,5 112,4

500 96,6 119,1

Таблица 4 / Table 4 
Основной групповой состав продуктов превращения н-гексана на различных каталитических 

системах, % масс.
The main group composition of n-hexane conversion products on various catalytic systems, wt. %

Компонент
Component

ЦВМ  / CVM Pt/ЦВМ  /  Pt/CVM Pr/ЦВМ  /  Pr/CVM Pt,Pr/ЦВМ  / Pt,Pr/CVM

400°С 450°С 500°С 400°С 450°С 500°С 400°С 450°С 500°С 400°С 450°С 500°С

Ароматические 
углеводороды
Benzenehydro-
carbons

14,8 18,6 20,7 21,2 23,5 28,2 19,3 20,8 24,1 16,4 26,0 32,4

Бензол
Benzene 0,2 0,3 0,4 2,4 2,8 3,6 2,2 2,3 2,4 0,4 0,6 1,5

i-парафины С4-С6
i-paraffi neС4-С5

18,9 14,2 6,3 23,4 15,1 10,1 17,8 15,1 7,4 27,6 17,6 14,2

В табл. 5 представлены показатели октано-
вого числа (ОЧ) по исследовательскому и мотор-

ному методу продуктов превращения н-гексана 
на разных каталитических системах.

Исходя из информации табл. 4 и 5, уменьше-
ние доли реакций изомеризации при проведении 
процесса (с 18,9 до 6,3 масс. % на катализаторе 
ЦВМ; с 23,4 до 10,1 масс. % на катализаторе 
Pt/ЦВМ;c 17,8 до 7,4 масс. % на катализаторе 
Pr/ЦВМ; c 27,6 до 14,2 масс. % на катализаторе 
Pt,Pr/ЦВМ) не влияет на значение октанового 
числа, так как компенсируется повышающимся 
выходом углеводородов ароматического строе-
ния. Несмотря на это, сохраняется высокий уро-

вень изопарафинов, что благотворно сказывается 
в условиях экологизации моторных топлив.

При превращении сырья на исследуемых 
катализаторах с увеличением температуры 
растет величина ОЧ и содержание ароматики. 
Максимальные значения октановых чисел на-
блюдаются при 500°С, это объясняется содержа-
нием в реформате ароматических углеводородов 
и изоалканов, обладающих самой большой 
детонационной стойкостью.
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В результате сгорания бензола образуется 
канцероген первого класса опасности – бензоперен. 
Вследствие этого в настоящее время по стандарту 
ЕВРО-5 вводится ограничение на содержание 
бензола в моторных топливах до 1,0 масс.%. Наб-

людается тенденция на понижение концентрации 
бензола в новых стандартах моторных топлив.

На рис. 2 представлена зависимость выхода 
бензола от температуры на разных каталитиче-
ских системах. 

Рис. 2. Выход бензола при превращении н-гексана на катализаторах ЦВМ, Pt/ЦВМ, 
Pr/ЦВМ, Pt,Pr/ЦВМ

Fig. 2. Benzene yield during the conversion of n-hexane on the catalyzers CVM, Pt/CVM, 
Pr/CVM, Pt, Pr/CVM
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С ростом температуры происходит уве-
личение количества бензола в реформате, что 
объясняется вкладом реакции ароматизации 
н-гексана. Минимальное количество бензола 
(0,6 масс. %) с учетом физико-химических 
параметров реформата наблюдается у биметал-
лического катализатора Pt,Pr/ЦВМ при 450°С. 

Важными продуктами при превращении 
н-гексана на бифункциональных катализа-
торах являются ароматические соединения, 

которые повышают октановые числа моторных 
топлив, но при сгорании образуют канцеро-
гены, что негативно влияют на окружающую 
среду. По этой причине вводят ограниче-
ния по содержанию ароматических соеди-
нений в автомобильных топливах – не более 
35 масс.%. На рис. 3 представлен график зави-
симости выхода ароматических углеводородов 
в ряде температур процесса превращения 
н-гексана на исследуемых катализаторах. 

Рис. 3. Массовая доля ароматических соединений в продукте превращения 
н-гексана на исследуемых каталитических системах

Fig. 3. Mass fraction of aromatic compounds in the n-hexane conversion product on the 
studied catalytic systems
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Наибольшее количество ароматических 
соединений было получено при превращении 
н-гексана на биметаллическом катализаторе 
Pt,Pr/ЦВМ при 500°С (32,40 ± 0,03 масс.%), 
меньше всего ароматических соединений из 
исследуемых каталитических систем было от-
мечено у ЦВМ.
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Аннотация. Приведены результаты термической переработки илового осадка хозяйственно-бытовых сточных вод в лабораторных 
условиях. Описан процесс пиролиза, проведенный на установке с реактором периодического действия, при атмосферном давлении в 
интервале температур от 20 до 700–800°С, до прекращения образования продуктов реакции. В результате переработки илового осадка 
на пиролитической установке получены углеводородные соединения в газообразном, жидком виде, а также твёрдый углистый остаток. 
Установлено, что при пиролизе иловых осадков сточных вод, выход продуктов процесса зависит от скорости нагрева сырья. Показаны 
результаты хроматографических, рентгенофазовых, спектроскопических исследований состава, свойств и структуры продуктов пиро-
лиза. В качестве исходных материалов в данной работе использовались образцы иловых осадков сточных вод из разных точек чека 
нефтегазового месторождения Западно-Казахстанской области. Представлены результаты химического анализа исходного илового 
осадка (рН водной вытяжки, катионно-анионный состав, определение органического вещества в пробе), отобранного из нескольких 
точек иловой площадки. Проведен дифференциально-термический анализ иловых осадков. При пиролизе илового осадка происходит 
термическая стерилизация и образуются производные продукты (газ, жидкость, твёрдый углистый остаток), которые могут быть ис-
пользованы как топливо или в качестве сырья нефтехимического синтеза. Кроме того, в процессе пиролиза тяжёлые металлы (напри-
мер, ртуть и кадмий) могут быть отделены вместе с углистым остатком. Предложено использовать твердый остаток пиролиза в качестве 
сорбента для сбора нефти и нефтепродуктов, так как это экономически и экологически выгодно.
Ключевые cлoва: иловый осадок, пирoлиз, пирoлизный остаток, водопоглощение, сорбционная способность, дифференциально-тер-
мический анализ
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Введение
Процесс пиролиза иловых осадков хозяй-

ственно-бытовых сточных вод является на сегод-
няшний день одним из перспективных направ-
лений в решении многих вопросов, связанных с 
утилизацией данного вида отходов. Из многих 
литературных источников известно, что именно 

процесс пиролиза является весьма актуальным, 
так как продукты переработки илового осадка 
могут быть использованы в качестве вторичного 
сырья. 

В представленной ниже табл. 1 приведены 
методы переработки твердых бытовых отходов 
и их характерные особенности [1].

Таблица 1 / Table 1
Методы переработки твердых бытовых отходов

Methods of solid household waste processing

Метод / Method Характерная особенность / Characteristic feature

Захоронение на специально 
подготовленных полигонах / 
Burial at specially prepared 
landfi lls

Сложные инженерные сооружения, оснащенные системами борьбы с загрязнением 
подземных вод и атмосферного воздуха / 
Complex engineering structures equipped with systems for combating pollution of 
groundwater and atmospheric air

Компостинг / 
Compostin

В процессе компостирования из-за повышения температуры примерно до 50–60 
градусов естественным, промышленным способом до 85 градусов погибают 
личинки вредителей и семена сорняков, а также все возбудители. Экологически 
чистое и бесплатное удобрение / 
In the process of composting, due to an increase in temperature to about 50–60 degrees, 
pest larvae and weed seeds, as well as all pathogens, die naturally, industrially up to 85 
degrees. Environmentally friendly and free fertilizer

Термическая обработка 
твердых бытовых отходов / 
Heat treatment of solid 
household waste

Позволит сократить общий объем твердых бытовых отходов более чем в 10 раз, 
получать дополнительную энергию от их сжигания / 
It will reduce the total volume of solid household waste by more than 10 times, and 
receive additional energy from their combustion

Плазменная обработка / 
Plasma treatment

Конечный продукт переработки является абсолютно безвредным, позволяют 
перерабатывать все виды отходов без предварительной подготовки / 
The fi nal product of processing is absolutely harmless, it allows processing all types of 
waste without preliminary preparation

Иловые осадки в зависимости от проис-
хождения содержат в себе большое количество 
компонентов разного происхождения, следо-
вательно, в зависимости от наличия в них тех 
или иных химических соединений и элементов, 
к их переработке должны применяться разные 
методы [2].

Химический состав осадков оказывает 
большое влияние на их водоотдачу. Соедине-
ния железа, алюминия, хрома, меди, а также 

кислоты, щелочи и некоторые другие вещества, 
содержащиеся в производственных сточных 
водах, способствуют интенсификации процесса 
обезвоживания осадков и снижают расход хими-
ческих реагентов на их коагуляцию перед обе-
звоживанием. Масла, жиры, азотные соединения, 
волокнистые вещества, наоборот, являются не-
благоприятными компонентами. Окружая части-
цы осадка, они нарушают процессы уплотнения 
и коагуляции, а также увеличивают содержание 
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органических веществ в осадке, что сказывается 
на ухудшении его водоотдачи. По химическому 
составу осадки подразделяются на три группы: 
1) преимущественно минерального состава; 
2) преимущественно органического состава, име-
ющие зольность менее 10%; 3) имеющие в своем 
составе вещества органического и минерального 
происхождения, зольность таких осадков может 
изменяться от 10 до 60%.

В качестве исходных материалов в данной 
работе использовались разные образцы иловых 

осадков сточных вод Карачаганакского нефте-
газоконденсатного месторождения.

Материалы и методы
В лабораторных условиях изучен один из 

химических способов переработки илистых 
осадков процесса очистки сточных вод – пиро-
лиз. Процесс пиролиза проводили на установке 
с реактором периодического действия [3]. 

Схема установки, на которой проводился 
пиролиз, представлена на рис. 1.

Объект исследования предварительно вы-
сушивали до постоянной массы при 100–140°С.

Подготовленную навеску в количестве 
100 г помещали в реактор периодического 
действия 2. Перед началом работы установку 
проверяли на герметичность и продували 
инертным газом (гелием) в течение 30 мин 
для удаления воздуха из системы. Процесс 
проводили при атмосферном давлении. Нагрев 
реактора с сырьем осуществляли с помощью 
терморегулируемой печи 4 в интервале темпе-
ратур от комнатной (20–21° С) до 700–800°С 
до прекращения образования продуктов реак-
ции. Контроль за температурой в реакцион-
ной зоне осуществлялся датчиком 5. Жидкие 
продукты конденсировались в охлаждаемом 
приемнике 6, а несконденсированные газы, 
проходя ловушку 7 и манометр 8, собирались 
в газометре 11 (см. рис. 1).

Пиролиз илового осадка вели при скорости 
нагрева сырья в реакторе, которая составила 10, 
20 и 30 град/мин. Исследование сорбционной 
способности твердого остатка после пиролиза 
осадочного ила проводилось по нефти плотно-
стью 0,846 г/см3. Для определения показателя 
нефтепоглощения пробы осадочного ила от-
бирались в интервале температур пиролиза 
600–800°С. Исследование сорбционной способ-
ности проводилось по нефти и моторному маслу. 
Количество сорбента в эксперименте определя-
лось количеством нефти и нефтепродукта, т.е. 
толщиной слоя нефтепродукта.

Результаты и их обсуждение
На основании полученных лабораторных 

исследований выявлено, что иловый осадок 
представляет собой сложнейшую многоком-
понентную систему. Несмотря на то что в со-

Рис. 1. Схема установки пиролиза: 1 – контейнер для сырья; 2 – реактор; 
3 – трубка продувки; 4 – терморегулируемая печь; 5 – датчик темпе-
ратуры; 6 – охлаждаемый приемник жидких продуктов; 7 – ловушка; 

8 – монометр; 9, 10 – краны, 11 – газометр
Fig. 1. Pyrolysis installation scheme: 1 – container for raw materials; 2 – reactor; 
3 – purge tube; 4 – temperature-controlled furnace; 5 – temperature sensor; 
6 – cooled receiver of liquid products; 7 – trap; 8 – monometer; 9, 10 – taps, 

11 – gasometer
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ставе иловых осадков сточных вод содержатся 
патогенные бактерии, изменение разнообразия 
таких микробных сообществ зависит от про-
должительности естественного высыхания. При 
данном процессе под влиянием неблагоприятных 
факторов внешней среды, таких как перепады 
температуры воздуха, воздействия ультрафио-

летового излучения, формируется микробная 
структура близкая допустимой с преобладанием 
представителей естественной микрофлоры [4, 5]. 

В табл. 2 представлены результаты хими-
ческого анализа илового осадка, отобранного 
из восьми точек иловой площадки Карачаганак-
ского нефтегазоконденсатного месторождения.

Таблица 2 / Table 2
Результаты химического анализа илового осадка  

Results of chemical analysis of sludge sediment

Место отбора  
проб 

Sampling     location

рН водной  вытяжки 
pH of the aqueous 

extract

Катионно-анионный состав, мг в 100 г осадке 
Cation-anion composition, mg per 100 g sediment

Органическое 
вещество, % 

 Organic matter, %Ca2+ Mg2+ K+ HCO3- Cl-

1 7,07 585 84 8,1 23,18 103,87 2,36

2 7,37 135 30 16,4 29,28 45,44 2,41

3 7,41 145 21 3,4 38,43 54,24 2,36

4 7,34 940 0 56,2 167,75 542,39 2,44

5 7,23 655 30 3,1 47,58 67,71 2,52

6 6,95 715 54 8,5 32,33 117,69 2,41

7 7,14 660 45 29,4 51,85 126,56 2,36

8 7,11 480 36 22,4 29,28 99,61 2,36 

Как видно из табл. 2 значения рН колеб-
лются в пределах 6,95–7,41, т. е. среда ней-
тральная. В иловых осадках отсутствуют кар-
бонат-ионы. По определению органического 
вещества в пробах наблюдаются равномерные 
значения от 2,36% до 2,52%, что не характерно 
для других обнаруженных ионов: кальция, 
магния, калия, хлоридов и гидрокарбонатов. 
Из табл. 2 видно, что содержание хлорид-ионов 
превышает предельно допустимую концентра-
цию. По-видимому, для обеззараживания и об-
работки бытовых сточных вод предварительно 
были использованы растворы хлора. В пробе из 

четвертой точки по всем показателям получены 
высокие концентрации анионов и катионов. 
Это связано с тем, что данный образец илового 
осадка хранится с наименьшей продолжитель-
ностью естественного высыхания.

Осадок сточных вод, согласно проведенным 
исследованиям (рентгенофазовому, термогра-
виметрическому, ИК-спектроскопическому 
анализам), представляет собой сложнейшую 
многокомпонентную систему. Результаты лабо-
раторного исследования органических веществ 
исследуемых образцов илового осадка приве-
дены в табл. 3.

Таблица 3 / Table 3
Органические составляющие иловых осадков промышленных и коммунальных сточных вод

Organic constituents of sludge from industrial and municipal wastewater

№ Наименование вещества
Name of the substance

Количество, мг/кг
Quantity, mg/kg

1 Синтетические поверхностно-активные вещества (ПАВ)
Synthetic surface-active     substances 1850–1900

2 Эфироизвлекаемые соединения (жиры, масла и т.п.)
Ether-recoverable compounds (fats, oils and the like) 140–180

3 Нефтепродукты / Petroleum products 4,20–7,88

4 Фенолы / Phenols Отсутствуют / No

5 Формальдегид / Formaldehyde Не обнаружен / Not detected
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а /a б/b

Риc. 2. Иловый осадок сточных вод: а – до процесса пиролиза; б – после процесса пиролиза
Fig. 2. Sludge sediment of wastewater: a – before the pyrolysis process; b – after the pyrolysis process

Органическая составляющая (25–30 масс. %) 
включает синтетические поверхностно-активные 
вещества, эфиры, извлекаемые компоненты (жиры, 
масла и т.п.), нефтепродукты (легкие и средние 
фракции смолистых веществ), азот-, кислород- и 
фосфорсодержащие органические соединения.

Комплексный термографический анализ 

осадка сточных вод показал его термическую 
устойчивость в области температур от 105 до 180°С, 
после чего начался процесс термоокислительной 
деструкции органической составляющей. 

На рис. 2 показан иловый осадок, отобран-
ный из нескольких точек иловой площадки и 
иловый остаток после процесса пиролиза.

При пиролизе происходит термическая 
стерилизация и образуются производные про-
дукты (газ, жидкость, твёрдый углистый оста-
ток), которые могут служить топливом или ис-
пользоваться как сырьё для нефтехимического 
производства. Кроме того, в процессе пиролиза 
тяжёлые металлы (например, ртуть и кадмий) 
могут отделяться вместе с углистым остатком.

Экономическая эффективность процесса 
пиролиза может быть повышена путём про-

изводства товарных продуктов из твёрдых 
(например, адсорбентов), жидких (удобре-
ния) или газообразных (синтез-газ) продук-
тов процесса.

Выход продуктов зависит от скорости на-
грева сырья, что видно из табл. 4.

Соотношение получаемых продуктов зави-
сит главным образом от температуры процесса, 
а также от содержания в исходном продукте 
органических веществ и влажности.

Таблица 4 / Table 4
Материальный баланс пиролиза илового осадка  

Material balance of sludge pyrolysis

Продукт пиролиза
Pyrolysis product

Скорость нагрева, град/мин
Heating rate, deg/min

10 20 30

m (сырья), г / m (raw materials), g 100,0 100,0 100,0

V (газа), мл / V (gas), ml 13000 12600 12500

m (газа), г / m (gas), g 12,6 14,9 13,5

m (жидкости), г / m (liquid), g 25,6 24,4 20,6

m (тв. остатка), г / m (solid residue), g 61,1 58,1 59,1

Время процесса, мин / Process time, min 115 90 85

Потери, % / Loss, % 0,7 2,6 6,8
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Сравнивая полученные результаты, можно 
сделать вывод о том, что соотношение полу-
ченных продуктов по агрегатному состоянию 
зависит от скорости нагрева сырья, что видно 
из диаграммы на рис. 3.

При пиролизе осадков в обычных условиях 
можно выделить в основном два типа реакций:

1) термический распад исходного вещества 
и дальнейшее разложение получающихся про-
межуточных соединений;

2) конденсация и полимеризация молекул, 
образовавшихся в результате первичных реакций 
деструкции исходного сырья [6, 7].

Выходящий из пиролизного аппарата про-
дукт является сложной смесью газообразных, 
жидких и твердых веществ, состав которых зави-
сит от химической природы сырья и физических 
параметров нагревания.

В настоящее время из продуктов пироли-
тического превращения наиболее интересен 
твердый остаток, представленный техническим 
углеродом [8, 9]. 

В научных работах предлагается использо-
вать твердый остаток после специальных мето-
дов очистки для производства брикетированного 
топлива [10].

Одним из направлений применения илового 
осадка в промышленности является создание 
сорбента на основе твердых остатков после пи-
ролиза илового осадка хозяйственно-бытовых 
сточных вод.

Важнейшими характеристиками для сор-
бента являются плавучесть, водопоглощение и 
сорбционная способность. На рис. 4 представ-
лены зависимости водопоглощения неизмель-
ченного и измельченного образцов от времени 
насыщения.

Неизмельченные образцы имеют большую 
способность к водопоголощению, чем образцы 
с меньшим размером частиц. С увеличением 
температуры термообработки данная харак-
теристика твердого остатка незначительно 

снижается в последние сутки исследований. 
Запаса плавучести должно хватать до заверше-
ния операции сбора отработанного сорбента. 
Исследования показали, что после сбора нефти 
и моторного масла сорбент сохранял свою пла-
вучесть более 10 суток, кроме измельченного 
образца, полученного при температуре пиро-
лиза 800° С.

Нефтепоглощение твердого остатка по-
сле пиролиза осадочного ила показало, что 
наибольшей сорбционной способностью по 
нефти обладает измельченный иловый оста-
ток, подвергшийся пиролизу при температуре 
700° С, более высокая температура ведет к 
резкому увеличению зольности, обгару угля 
и падению его сорбционной способности. 

Р. И. Кузьмина и др. Исследование свойств твердого остатка пиролиза осадков сточных вод
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Рис. 3. Соотношение получаемых продуктов по агрегатному состоянию
Fig. 3. The ratio of the products obtained by aggregate state
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Рис. 4. Водопоглощение неизмельченного и измельченного образцов от времени насыщения: 
а – неизмельченный образец; б – измельченный образец

Fig. 4. Water absorption of non-crushed and crushed samples from the saturation time: a – non-crushed 
sample; b –  crushed sample

При увеличении зольности может достигаться 
критический размер частиц сорбента, когда 
процесс смачивания нефтью прекращается и 
сорбция не происходит. 

Наибольшей сорбционной способностью 
по моторному маслу обладает неизмельченный 
сорбент. Результаты экспериментов представ-
лены в табл. 5.

Таблица 5 / Table 5
Нефтепоглощение остатком после пиролиза осадочного ила

Oil absorption by residue after pyrolysis of sedimentary sludge

Температура процесса 
пиролиза, °С  

Pyrolysis process temperature, °C

Поглощение нефти сорбентом,%  
Absorption of oil by sorbent,%

Поглощение моторного масла сорбентом, %
Absorption of motor oil by sorbent, %

1 2 1 2

600 50,0 56,7 73,3 36,6

700 53,3 66,7 66,7 33,3

800 56,7 60,0 80,0 40,0

Примечание. 1 – неизмельченный сорбент; 2 – измельченный сорбент. 
Note. 1 – non–crushed sorbent; 2 – crushed sorbent.

На рис. 5 представлена дифрактограмма 
илового осадка очистки сточных вод. 

По результатам дифференциально-терми-
ческого анализа установлено, что нагревание 
образца приводит к удалению из него воды, что 
находит отражение на кривой в виде размытого 
эндотермического эффекта в интервале 60–
180° С с максимумом при 120° С. Убыль массы, 
которая соответствует этому процессу, состав-
ляет около 12%. Дальнейшее нагревание приво-
дит к окислению органической составляющей 
илового остатка. Этот процесс сопровождается 
размытым экзотермическим эффектом (на ДТА) 
с несколькими подмаксимумами при 340, 480, 

580° С, интервал температур 210–630° С. Эти 
эффекты соответствуют окислению органиче-
ских продуктов разной природы, экзоэффект при 
580°С, вероятно, соответствует окислению сво-
бодного углерода, получившегося в результате 
разложения органических веществ или высоко-
углеродных продуктов разложения. Убыль массы 
составляет 53%. Конечный продукт представляет 
собой твердое вещество оранжевого (светло-ко-
ричневого) цвета.

Заключение
Пиролитическая переработка илового осад-

ка очистных сооружений носит безотходный 
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Рис. 5. Дифрактограмма илового осадка очистки сточных вод
Fig. 5. Diffractogram of sludge sediment of wastewater treatment

характер. При пиролизе происходит термиче-
ская стерилизация и образуются производные 
продукты (газ, жидкость, твёрдый углистый 
остаток), которые могут быть использованы как 
топливо или в качестве сырья для нефтехимиче-
ского производства.

Углистое вещество, образующееся в про-
цессе пиролиза, не спекается, имеет рыхлый 
характер, как и исходный ил, и может быть ис-
пользовано в качестве восстановителя в метал-
лургических производствах или сорбента для 
сбора нефтепродуктов. Утилизация отработан-
ного сорбента после отжима из него нефти и не-
фтепродуктов возможна в качестве наполнителя 
в асфальто-битумные смеси.

Следует вывод, что крупномасштабное ис-
пользование различных сорбентов в целях ох-
раны окружающей среды (очистка сточных вод, 
газовых выбросов, загрязненных почв) требует 
расширения производства пористых углеродных 
материалов из дешевых видов органического 
сырья: ископаемых твердых топлив, различных 
природных и техногенных органических отхо-
дов, материалов.

В связи с этим исследование процесса тер-
мической переработки иловых осадков сточных 
вод методом пиролиза является весьма перспек-
тивным направлением.
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Аннотация. Впервые исследована экстракция комплекса вольфрамовой сини, образованного по реакции фенола с реактивом Фолина 
– Чокальтеу (ФЧ) в присутствии неионного поверхностно-активного вещества (ПАВ) Тритона Х-100 в щелочной среде с применением 
методологии мицеллярной экстракции на основе «точки помутнения». Для создания рН и в качестве высаливающего агента применя-
ли водные растворы карбоната и сульфата натрия. Последний, оказывая высаливающий эффект, способствует фазовому разделению в 
исследуемой системе на мицеллярную фазу, насыщенную ПАВ (Тритоном Х-100), и водную фазу, обедненную ПАВ, без дополнительного 
нагревания при комнатной температуре. Установлены оптимальные условия мицеллярной экстракции фенола: ФЧ (0,2 н.) – Na2CO3 
(6%-ный) – Тритон Х-100 (2%-ный) – Na2SO4 (3,2%-ный). Показано, что мицеллярно-насыщенные фазы Тритона Х-100 эффективно 
экстрагируют аналитическую форму (комплекс вольфрамовой сини), могут быть предложены для экстракционно-спектрофотоме-
трического и цветометрического определения фенола. Так, для спектрофотометрического определения фенола (λмакс= 760 нм) закон 
Бугера – Ламберта – Бера подчиняется уравнению вида: y = 0,0007x – 0,0079, R² = 0,997. Диапазон определяемых содержаний (ДОС) 
находится в интервале 7·10-7 – 6·10-5 М. Разработана методика цветометрического определения фенола в водных средах (канал R).
Интенсивность канала цветности R (IR) линейно зависит от рс(фенола) в соответствии с уравнением: y = 95,0х – 455; R² = 0,997. 
ДОС = 7·10-7 – 1·10-5 М. Построены профили лепестковых диаграмм в цветовых координатах модели RGB CMYK, получены зависимости 
их площади (S) и периметра (P) от -lgc : (периметр (P) y = 150x – 284; R2 = 0,994; площадь (S) y = 17710x – 66930; R2 = 0,994).
Ключевые слова: фенол, концентрирование, поверхностно-активные вещества (ПАВ), мицеллярная экстракция, цветометрия, реак-
тив Фолина – Чокальтеу
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Abstract.  The extraction of the tungsten blue complex formed by the reaction of phenol with Folin-Ciocalteu reagent (FCR) in the presence of a 
nonionic surfactant Triton X-100 in alkaline medium using the methodology of micellar extraction based on «clouding point» has been studied 
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for the fi rst time. Aqueous solutions of sodium carbonate and sodium sulfate were used to create pH and as a desalting agent. The latter, hav-
ing a desalting eff ect, promotes phase separation in the system under study into a micellar phase saturated with surfactant (Triton X-100) and 
an aqueous phase depleted in surfactant without additional heating at room temperature. Optimal conditions for micellar phenol extraction 
were determined: FCR (0,2 n.) – Na2CO3 (6%) – Triton X-100 (2%) – Na2SO4 (3,2%). It is shown that micellar-saturated phases of Triton X-100 
eff ectively extract the analytical form (tungsten blue complex), can be proposed for extraction-spectrophotometric and colorimetric determina-
tion of phenol. So, for the spectrophotometric determination of phenol (λmax= 760 nm), the Beer-Bouguer-Lambert law obeys an equation of 
the form: y = 0,0007x – 0,0079, R2 = 0,997. The range of defi ned contents is in the interval 7·10-7 – 6·10-5 M. A technique for the colorimetric 
determination of phenol in aqueous media (channel R) has been developed. The intensity of the chromaticity channel R (IR) linearly depends 
on pc(phenol) in accordance with the equation: y = 95,0x – 455; R2 = 0,997. The range of defi ned contents is in the interval 7·10-7 – 1·10-5 M. The 
profi les of the petal diagrams in the RGB CMYK color coordinates are constructed, the dependences of their area are obtained (S) and perimeter (P) 
from -lgc : (perimeter (P) y = 150x – 284; R2 = 0,994; area (S) y = 17710x – 66930; R2 = 0,994).
Keywords: phenol, preconcentration, surfactants, micellar extraction, colorometry, Folin – Ciocalteu reagent 
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Введение
Многие фенольные соединения опасны 

из-за своей токсичности, бионакопляемости, 
стойкости в окружающей среде и их канце-
рогенных свойств [1]. Поэтому необходимо 
своевременное определение фенола и его про-
изводных в объектах окружающей среды, в 
которых превышена его предельно допустимая 
концентрация (ПДК). Так, ПДК в воздухе рабо-
чей зоны составляет 0,1–5,0 мг/м³, а в питьевой 
воде и воде рыбохозяйственных водоемов со-
ставляет 0,001 мг/дм3 [2]. 

Наряду с фенольными токсикантами, суще-
ствуют биологически активные фенолы. К таким 
фенольным соединениям относят полифенолы, 
проявляющие антиоксидантную активность 
(АОА). Они входят в состав пищевых продук-
тов, лекарственных препаратов и биологически 
активных добавок [3]. Фенольные антиоксидан-
ты, как правило, не токсичны, но их суммарное 
содержание также необходимо контролировать. 
Повышенное содержание фенольных антиокси-
дантов может оказывать существенное влияние 
на профилактику и прогрессирование различных 
заболеваний. 

Реактив Фолина – Чокальтеу (ФЧ) при-
меняют в качестве стандартного реагента 
для спектрофотометрического суммарного 
определения фенольных соединений, как по-
лифенолов и их производных, так и простых 
фенолов [4, 5]. Некоторые способы спектро-
фотометрического определения фенольных со-
единений с реагентом ФЧ приведены в табл. 1. 
Метод определения фенолов обладает рядом 
преимуществ: он быстр, прост в исполнении 
и не требует сложных инструментальных 
устройств [6]. 

Однако этот метод подвергался многим 
неконтролируемым модификациям, часто без 
какой-либо систематической оптимизации или 
процедур стандартизации и валидации. По-
этому разработка новых и усовершенствование 
уже имеющихся вариантов, с целью снижения 
предела обнаружения фенолов или улучшения 
метрологических характеристик методик, явля-
ется актуальной задачей.

Цель настоящей работы – разработка цве-
тометрического способа определения фенола в 
водных средах, который основан на применении 
методологии экстракции «в точке помутнения» 
(clod-point extaction, CP-экстракция), с исполь-
зованием неионного поверхностно-автивного 
вещества и реактива ФЧ. 

Материалы и методы 
Аппаратура. Весы аналитические обще-

го типа WP-11 второго класса точности с 
наибольшим пределом взвешивания 100 г по 
ГОСТ 24104-88Е. Сушильный шкаф СНОЛ 
(Т = 0–300°С). Цифровой фотоаппарат Iphone 
11. Двулучевой сканирующий спектрофото-
метр Shimadzu UV-1800 (Япония). Программа 
обработки цифровых данных Adobe PhotoShop 
CС 2019. Центрифуга 800-1 Centrifugal Machine.

Реагенты. Неионный ПАВ – Triton X-100 
(C14H22O(C2H4O)n, где n = 9–10), массовая доля 
основного вещества 99%, натрий углекислый 
(Na2CO3, х.ч., ГОСТ 83-79), натрий хлорид (NaCl, 
ч.д.а., ГОСТ 4233-77), натрий сернокислый 
(Na2SO4, х.ч., ГОСТ 4166-76), аммоний сернокис-
лый ((NН4)2SO4, ч.д.а., ГОСТ 3769-78), реактив 
Фолина – Чокальтеу (синтезировали в соот-
ветствии с ГОСТ Р 55488-2013), фенол (С6Н6О, 
ч.д.а., ТУ 6-09-40-3245-90).
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Исходные растворы соединений готовили 
растворением точных навесок реактивов в дис-
тиллированной воде. Рабочие растворы готовили 
разбавлением исходных растворов.

Способы CP-концентрирования фенола
Для концентрирования фенола по методо-

логии на основе «точки помутнения» применя-
ли реакцию его с реактивом Фолина – Чокальтеу 
и Na2CO3 для получения мицеллярно-насыщен-
ных фаз нПАВ на основе Тритона Х-100. Для 
осуществления СР-экстракции применяли три 
типа высаливателей: NaCl, Na2SO4, (NН4)2SO4. 
Растворы готовили общим объемом 5 мл.

Способ 1: в пробирку вносили водный рас-
твор фенола 0,05 мл  1·10-3 М, реактив Фолина – 
Чокальтеу 0,5 мл 2 н.; тщательно перемешивали и 
оставляли пробирки на 5–8 мин; после добавляли 
1,5 мл 20%-ного Na2CО3, разбавляли дистилли-
рованной водой, тщательно все перемешивали и 
оставляли на 20–30 мин. Вводили 0,5 мл 20%-ного 
Тритона Х-100 и от 0,02 до 2,3 мл 20%-ного NaCl, 
вновь перемешивали. Наблюдали за полученными 
растворами в течение 90 мин. Центрифугировали 
10 мин при 3000 об/мин. После отделяли мицел-
лярные фазы и измеряли их объемы.

Способ 2 и способ 3 отличались от способа 
1 заменой NaCl на  10%-ный Na2SO4 и 40%-ный 
(NH4)2SO4, в концентрационном интервале 
0,04–4,6% и 0,16–18,4% соответственно.

Спектрофотометрическое определение 
количественных характеристик экстракции 
фенола. Распределение реагентов в водно-ми-
целлярной системе контролировали с помощью 
двулучевого сканирующего спектрофотометра 
Shimadzu UV-1800 в спектральном диапазоне 
200 – 1000 нм, l = 1 см, при комнатной темпе-
ратуре. Для построения градуировочной за-
висимости готовили растворы с молярной кон-
центрацией фенола в интервале 7·10-7 – 6·10-5 М. 
В пробирки вносили водные растворы фенолов 
с концентрациями 1·10-3 и 1·10-4 М, реактив ФЧ 
0,5 мл 2 н., 1,5 мл 20%-ного Na2CО3; разбавляли 
дистиллированной водой, вносили 0,5 мл 20%-
ного Тритона Х-100 и 1,6 мл 10%-ного Na2SO4. 
Центрифугировали 10 мин при 3000 об/мин. 
После разделения фаз отбирали мицеллярно-на-
сыщенные фазы нПАВ и разбавляли их 2%-ным 
Na2CО3 и фотометрировали.

Для количественного определения эффек-
тивности извлечения фенола из разбавленных 

Таблица 1 / Table 1 
Спектрофотометрическое определение фенольных соединений с реактивом Фолина – Чокальтеу

Spectrophotometric determination of phenolic compounds with reagent Folina – Chocalteu

№ Объект
Object

λмакс, нм
λmax, nm

Метрологические 
характеристики 

Metrological characteristics

Лит-ра / 
Source

1 Молоко (козье, коровье, овечье, человеческое)
Milk (goat, cow, sheep, human) 750 ПрО = 6,03 мг GAE/L (mg GAE/L),

Sr ≤ 2% [7]

2 Яблочный сок
Apple juice 765 ДОС = 25–500 мг/л (mg/l),

ПрО = 0,2 мг/л (mg/l) [8]

3
Этанольные экстракты пшеницы, гречихи, калусной 
ткани чая
Ethanol extracts of wheat, buckwheat, callus tissue of tea

725 ДОС = 10–100 мкг/мл (μg/ml) [9]

4

Кверцетин, рутин, пирокатехин, резорцин, галловая 
кислота, аскорбиновая кислота
Quercetin, rutin, pyrocatechin, resorcinol, gallic acid, 
ascorbic acid

765 ДОС = 10-5 – 10-4 моль/л (mol/l),
ПрО = 0,1–1 мкМ (μm) [10]

5 Кофе
Coffee 750 ДОС = 1,0–6,0 мкмоль ГК/дм3

(μmoll GA/l) [11]

6 Кукуруза и соя
Corn and soybeans 725 ПрО = 0,03 мкг/мкл (μg/μL), 

ДОС = 2–10 мкг/мкл (μg/μL) [12]

Примечание. ПрО – предел обнаружения; ДОС – диапазон определяемых содержаний; Sr – относительное 
стандартное отклонение; GAE – эквивалент галловой кислоты; ГК – галловая кислота.

Note. List of abbreviations used in Table: LOD – limits of detection; The range of concentrations to be determined; 
Sr – relative standard deviation; GAE – Gallic Acid Equivalents; GA – Gallic Acid.

Е. А. Чеботарева и др. Микроэкстракционное концентрирование неионными ПАВ 
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мицеллярных фаз нПАВ Тритона Х-100 рас-
считывали степень извлечения (R, %): 

 ,                         (1)

где D – коэффициент распределения; VВ – объем 
водной фазы; Vо – объем органической (мицел-
лярной фазы).

Цветометрическое определение фенола 
и построение лепестковых диаграмм

Для цветометрического определения фено-
ла использовали графический редактор Adobe 
PhotoShop CС 2019. Необходимую окрашенную 
часть мицеллярно-насыщенной фазы нПАВ 
выделяли и с помощью функции усреднения 
определяли яркость цветовых каналов R, G, B. 
По полученным значениям строили градуиро-
вочные зависимости яркости цветового канала 
от логарифмов концентрации фенола.

Для качественного определения фенола 
полученные цветометрические данные пред-
ставляли в виде лепестковых диаграмм с 7 осями, 
на которых откладывали цветовые координаты 
параметров RGBСМYK.

Для количественной оценки содержания 
фенола применяли геометрические параметры 
площадь (S) и периметр (P), которые рассчиты-
вали по следующим формулам: 

,     (2)

,            (3)

где a, b – стороны треугольника, cos(ab) – cos 
угла между сторонами а, b, sin(ab) – sin угла 
между сторонами а, b. 

Результаты и их обсуждение
Реактив ФЧ широко используется в кли-

нических исследованиях и для контроля пи-
тания при определении общего содержания 
полифенолов в продуктах растительного 
происхождения и биологических образцах. 
Первоначально этот способ был разработан 
для анализа белков, но позже усовершен-
ствован Синглтоном, Ортофером и Ламуэлой 
– Равентос [13] для анализа фенольных ком-
понентов в вине, после чего он стал обычным 
тестом для оценки антиоксидантности пи-
щевых продуктов и растительных экстрак-
тов [14]. 

В настоящее время реактив ФЧ широко 
используется для количественного определе-
ния полифенолов в экстрактах растительного 
происхождения, а также в пищевых продуктах 
и напитках [15].

Реактив ФЧ является основой колориме-
трического способа определения фенольных 
соединений, который основан на том, что 
содержащиеся в нём фосфовольфрамовые 
и  фосфомолибденовые  кислоты  при  вос-
становлении фенолами в щелочной среде 
образуют комплекс синего цвета (вольфра-
мовая синь), интенсивность окраски кото-
рого пропорциональна количеству фенолов 
(рис. 1) [16].

Рис. 1. Схема реакции взаимодействия реактива Фолина – Чокальтеу с фенолом
Fig. 1. Diagram of the interaction of the Folin – Chocalteu reagent with phenol

Нами предложена тест-система, которая 
позволяет концентрировать продукт взаимо-
действия полифенолов с реактивом ФЧ в ми-
целлярно-насыщенные фазы нПАВ с учетом 
методологии cloud-point extraction. 

Классическая процедура CP-экстракции 
основана на способности нПАВ образовывать 

мицеллярную фазу в водной среде при нагревании 
выше температуры помутнения или путем добав-
ления соли (явление высаливания). Происходит 
разделение на две фазы: водную фазу (обедненная 
ПАВ) и обогащенную ПАВ фазу [17] (рис. 2). 

Для определения оптимальных условий 
СР-экстракции фенола рассматривали три вида 
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высаливателей с разными исходными концен-
трациями: 20%-ный NaCl, 10%-ный Na2SO4, 
40%-ный (NH4)2SO4. Изучено влияния этих 
высаливателей на формирование мицелляр-
ных фаз водных растворов Тритона Х-100. 
Характер поведения систем изучали во вре-
мени (0–90 мин). Из полученных результатов 
(рис. 3) видно, что интенсивность яркости 
канала R повышается с увеличением кон-

центрации солей в первоначальный момент 
(0–5 мин), затем постепенно уменьшается во 
времени, что связано с образованием и укруп-
нением мицеллярных фаз нПАВ. Образование 
последних наблюдалось в интервалах кон-
центраций высаливателей: NaCl (0,08–9,2%) и 
Na2SO4 (0,04–4,6%). Для (NH4)2SO4 образова-
ние фаз затруднено и отмечалось при концен-
трациях 0,16–7,2%.

Рис. 2. Схема формирования мицеллярой фазы, насыщенной ПАВ и концен-
трирования в ней аналита в водных растворах [17]

Fig. 2. Scheme of formation of micellar phase saturated with surfactant and con-
centration of analyte in it in aqueous solutions [17]

Рис. 3. Зависимость яркости канала R от времени (5–90 мин). C(фенола) = 1∙10-5 М, C(ФЧ) = 0,2 н., C(Na2CО3) = 6%, 
C(Тритон Х-100) = 2%; а – C(NaCl) = 0,08–9,2%, б – C (Na2SO4) = 0,04–4,6%, в – C((NH4)2SO4) = 0,16–7,2% (цвет онлайн)
Fig. 3. The dependence on the brightness of channel R on time (5–90 minutes). C(phenol) = 1∙10-5 М, C(FCR) = 0,2 n., 
С(Na2CО3) = 6%, C(Triton X-100) = 2%; а – C(NaCl) = 0,08–9,2%, b – C(Na2SO4) = 0,04–4,6%, c – C((NH4)2SO4) = 0,16–7,2% 

(color online)

Для ускорения формирования мицелляр-
но-насыщенных фаз полученные растворы 
центрифугировали. После центрифугирования 

отделяли мицеллярные фазы и строили зави-
симость объемов фаз от концентрации солей 
(рис. 4).

в/cа /a б/b

Е. А. Чеботарева и др. Микроэкстракционное концентрирование неионными ПАВ 
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Рис. 4. Зависимость объема мицеллярных фаз от концентрации высаливателей. с(фенола) = 1∙10-5 М, с(ФЧ) = 0,2 н., 
с(Na2CО3) = 6 %, с(Тритон Х-100) = 2%; а – с(NaCl) = 0,08–9,2%, б – с(Na2SO4) = 0,04–4,6%, в – с((NH4)2SO4) = 0,16–7,2%
Fig. 4. Dependence of the volume of micellar phases on the concentration of salting agents. c(phenol) = 1∙10-5 M, 
c(FCR) = 0,2 n., с(Na2CО3) = 6%, c(Triton X-100) = 2%; а – с(NaCl) = 0,08–9,2%, b – с(Na2SO4) = 0,04–4,6%, 

c – c((NH4)2SO4) = 0,16–7,2%

в/cа /a б/b

Добавление (NH4)2SO4 не позволило в систе-
ме достичь фазового равновесия (см. рис. 4, в). С 
NaCl и Na2SO4 (см. рис. 4, а, б) фазовое равно-
весие достигается при концентрациях 6 и 3% со-
ответственно, о чем свидетельствует постоянный 
объем мицеллярной фазы при дальнейшем росте 
концентрации солей. 

Поскольку добавка высаливателей не уве-
личивала скорость формирования мицелляр-

ных фаз, для дальнейших исследований выбран 
Na2SO4, в связи с его минимальными затра-
тами (масса навески) по сравнению с NaCl. 
Оптимальная концентрация Na2SO4 соста-
вила 3,2%.

Полученные спектры поглощения систе-
мы фенол – реактив Фолина – Чокальтеу – 
Na2CO3 – Тритон Х-100 – Na2SO4 представлены 
на рис. 5.

Рис. 5. Спектры поглощения системы фенол – реактив Фолина – Чокальтеу – Na2CO3 – Тритон 
Х-100 – Na2SO4 (относительно контрольного раствора). с(ФЧ) = 0,2 н.; с(Na2CО3) = 6%; с(Тритон 
Х-100) = 2%; с(Na2SO4) = 3,2%; с(фенола) = 1 – 6·10-5; 2 – 4·10-5; 3 – 2·10-5; 4 – 1·10-5; 5 – 8·10-6; 

6 – 6·10-6; 7 – 4·10-6; 8 – 3·10-6; 9 – 7·10-7 М (а); б – зависимость А – с(фенола)
Fig. 5. Absorption spectra of the phenol – reagent Folin – Chocalteu – Na2CO3 – Triton X-100 – Na2SO4 
system (relative to the control solution). c(FCR) = 0,2 n.; c(Na2CO3) = 6%; c(Triton X-100) = 2%; 
c(Na2SO4) = 3,2%; c(phenol) = 1 – 6·10-5; 2 – 4·10-5; 3 – 2·10-5; 4 – 1·10-5; 5 – 8·10-6; 6 – 6·10-6; 7 – 

4·10-6; 8 – 3·10-6; 9 – 7·10-7 M (a); b – dependence of A – c(phenol)

а /a б/b

Спектры поглощения этой системы име-
ют один максимум при 760 нм (см. рис. 5, а), 
оптическая плотность которого возрастает с 

увеличением концентрации фенола. Концентра-
цию экстрагированного фенола определяли по 
градуировочному графику, представленному на 

y = 0,0007x – 0,0079
R2 = 0,997

C(фенола) ∙ 10-7, M / C(phenol) ∙ 10-7, M λ, нм / λ, nm 
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Рис. 6. Зависимость степени извлечения от кон-
центрации фенола. c(ФЧ) = 0,2 н.; с(Na2CО3) = 6%; 
с(Тритон Х-100) = 2%; с(Na2SO4) = 3,2%; с(фенола) = 

= 7·10-7 – 6·10-5 М
Fig. 6. Dependence of the degrees extracted on the concen-
trations phenol. c(FCR) = 0,2 n.; c(Na2CО3) = 6%; c(Triton 
X-100) = 2%; c(Na2SO4) = 3,2%; c(phenol) = 7·10-7 – 6·10-5 M

рис. 5, б. Исходя из рис. 5, б установлен диапазон 
определяемых содержаний фенола, который со-
ставил 7·10-7 – 6·10-5 М. Рассчитанные степени 
извлечения аналита достигает 99% (рис. 6).

Предложен цветометрический способ ре-
гистрации аналитического сигнала в исследу-
емой системе, который не требует разбавления 
мицеллярной фазы. Так, на рис. 7 представ-
лена зависимость интенсивности канала R 
(оптимальный параметр цвета) от логарифма 

Рис. 7. Зависимость яркости канала R от логарифма 
концентрации фенола фенол – ФЧ – Na2CO3 – Тритон 
Х-100 – Na2SO4. с(ФЧ) = 0,2 н; с(Na2CО3) = 6%; с(Тритон 
Х-100) = 2%; с(Na2SO4) = 3,2%; с(фенола) = 7·10-7 – 1·10-5 М
Fig. 7. Dependence of channel R brightness of the logarithm 
of phenol concentration phenol – FCR – Na2CO3 – Triton 
X-100 – Na2SO4. c(FCR) = 0,2 n.; c(Na2CO3) = 6%; c(Triton 
X-100) = 2%; c(Na2SO4) = 3,2%; c(phenol) = 7·10-7 – 1·10-5 M

концентрации фенола. Уравнение регрессии 
имеет вид y = 95,0х – 455, коэффициент кор-
реляции R² графической зависимости – 0,997. 
Диапазон определяемых содержаний фенола 
составил 7·10-7 – 1·10-5 М. 

Оценку правильности результатов опре-
деления фенола с предварительным СР-кон-
центрированием осуществляли методом «введе-
но-найдено» по цветометрическому параметру 
R (табл. 2).

Таблица 2 / Table 2
Результаты цветометрического определения 
фенола в модельном растворе (n = 3, Р = 0,95)
Results of colorometric determination of phenol 

in a model solution (n = 3, P = 0,95)

№ Введено (M) / 
Introduced (M)

Найдено (М) / 
Found (М) X ̄±ΔX (М) Sr, 

%
1

8·10-7

8,37·10-7

(8,5 ± 0,3)·10-7 1,42 8,58·10-7

3 8,58·10-7

1
3·10-6

2,65·10-6

(2,7 ± 0,1)·10-6 1,42 2,65·10-6

3 2,71·10-6

1
8·10-6

7,26·10-6

(7,3 ± 0,4)·10-6 2,42 7,09·10-6

3 7,43·10-6

Для качественного определения фенола 
полученные цветометрические данные пред-
ставляли в виде лепестковых диаграмм (ЛД) 
с 7 и 3 осями, на которых отложены цветовые 
координаты параметров RGBСМYK (рис. 8). 

Рис. 8. Профили лепестковых диаграмм системы 
фенол – ФЧ – Na2CO3 – Тритон Х-100 – Na2SO4. 
с(фенола): 1 – 7·10-7; 2 – 1·10-6; 3 – 2·10-6; 4 – 3·10-6; 

5 – 4·10-6; 6 – 6·10-6; 7 – 1·10-5; 8 – 2·10-5; 9 – 6·10-5 М
Fig. 8. Profi les of petal diagrams of the phenol –  FCR – Na2CO3
– Triton X-100 – Na2SO4 system. c(phenol): 1 – 7·10-7; 
2 – 1·10-6; 3 – 2·10-6; 4 – 3·10-6; 5 – 4·10-6; 6 – 6·10-6; 

7 – 1·10-5; 8 – 2·10-5; 9 – 6·10-5 М

Е. А. Чеботарева и др. Микроэкстракционное концентрирование неионными ПАВ 

pC фенола / pC phenol 

y = 95,021x – 454,76
R2 = 0,997

C(фенола) ∙ 10-7, M / C(phenol) ∙ 10-7, M 



Научный отдел296

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2023. Т. 23, вып. 3

Из рис. 8 видно, что профиль ЛД не изменяется 
при увеличении концентрации фенола, при этом 
возрастает его периметр и площадь.

На рис. 9 представлены зависимости пло-
щади (S) и периметра (P) ЛД от логарифма 
концентрации фенола. Линейность градуиро-

вочных зависимостей наблюдалась в пределах 
7·10-7 – 6·10-5 М, уравнение регрессии и величины 
достоверностей аппроксимации, представленные 
на рис. 9, имеют вид: периметр (P) y = 150 x – 284; 
R2 = 0,994; площадь (S) y = 17700x – 66930; 
R2 = 0,994.

Таким образом, методология СР-кон цен-
трирования вольфрамовой сини с использова-
нием систем на основе неионного ПАВ (Тритон 
Х-100) позволяет проводить цветометрическое 
определение фенола с пониженным преде-
лом обнаружения в интервале концентраций 
1·10-7 – 1·10-5 М с погрешностью определения не 
более 3%.

Выводы
1. Впервые исследована микроэкстракция 

комплекса вольфрамовой сини, образован-
ного по реакции фенола с реактивом Фолина 
– Чокальтеу (ФЧ) в присутствии неионного 
ПАВ Тритона Х-100 в щелочной среде с при-
менением методологии экстракции на основе 
«точки помутнения». Установлены оптимальные 
условия мицеллярной экстракции фенола в сис-
теме: ФЧ (0,2 н.) – Na2CO3 (6%) – Тритон Х-100 
(2%) – Na2SO4 (3,2%).

2. Показано, что мицеллярно-насыщенные 
фазы Тритона Х-100 эффективно экстрагируют 
аналитическую форму (комплекс вольфрамовой 
сини) и могут быть предложены для экстракци-
онно-спектрофотометрического определения 
фенола (λмакс= 760 нм; y = 0,0007x – 0,0079, 
R² = 0,997. ДОС =7·10-7 – 6·10-5 М).

3.  Разработана оригинальная тест-методи-
ка цветометрического определения фенола 

(канал R): y = 95,021х – 454,76; R² = 0,997. 
ДОС = 7·10-7 – 1·10-5 М. Для количественной оцен-
ки содержания фенола наряду с цветометриче-
скими R, G, B, применяли также гео метрические 
параметры полученных лепестковых диаграмм: 
площадь (S) и периметр (P): (периметр (P) 
y = 150,14x – 283,7; R2 = 0,994; площадь (S) 
y = 17705x – 66926; R2 = 0,994).
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Аннотация. Замещенные хиназолины различной степени насыщенности и функционализации обладают широким спектром биологи-
ческой активности, в частности, противораковой активностью, что предопределяет значимость получения новых представителей этого 
типа соединений и изучение их практически полезных свойств. В литературе описано мало способов получения 2-цианоиминохина-
золинов, в то время как их свойства и реакции окисления не изучены вовсе. Была проанализирована устойчивость таутомерных форм 
2-цианоиминохиназолинов, определена истинная энергия активации их образования с использованием квантово-химических расче-
тов, изучено их превращение под действием сильных окислителей (CrO3/AcOH, NaNO2/AcOH). При окислении протекает избиратель-
ная ароматизация азогетероцикла и гидролиз -CN-группы с образованием 2-аминокарбамоилхиназолина. Увеличение температуры с 
120 до 160° С (при использовании CrO3) привело к формированию 2-нитрозохиназолина. Строение новых полученных нами веществ 
установлено спектральными методами (ИК-, ЯМР 1H, 13C, HSQC, NOESY), предложена схема их образования.
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Abstract. Substituted quinazolines of various degrees of saturation and functionalization possess a wide spectrum of biological activity, in particular, 
anticancer activity, which predetermines the importance of obtaining new representatives of this type of compounds and studying their practically 
useful properties. Methods for the preparation of 2-cyanoiminoquinazolines are poorly described in the literature, while their properties and 
oxidation reactions have not been studied at all. We have analyzed the stability of tautomeric forms of 2-cyanoiminoquinazolines, determined 
the activation energy of their formation using quantum-chemical calculations, studied their transformation under the action of strong oxidants 
(CrO3/AcOH, NaNO2/AcOH). Selective aromatization of the azoheterocycle and hydrolysis of the -CN-group to form 2-aminocarbamoylquina-
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zoline occurred during oxidation. An increase in temperature from 120 to 160° C (using CrO3) resulted in the formation of 2-nitrosoquinazo-
line. The structure of our new obtained substances was established by spectral methods (IR, 1H, 13C NMR, HSQC, NOESY), a scheme of their 
formation has been proposed.
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Введение
2-Цианоиминохиназолины являются струк-

турными аналогами природных алкалоидов, 
используемых ранее в Китае для лечения рака 
органов пищеварительного тракта [1], а также 
синтетических веществ, имеющих схожие 
фармакофорные фрагменты, проявляющих ши-
рокий спектр противоопухолевой активности, 
в частности против рака молочной железы и 
легких [2–5].

Превращения 2-цианоиминооктахиназоли-
нов в условиях окисления не были изуче-
ны, а единственный пример окисления род-
ственно-построенных 2-цианоимино-1,3-Н-
дигидропиримидинов [6, 7] основан на действии 
MnO2 в нейтральной среде (E0 = −0.050 V). 
Реакция приводит к ароматизации дигидропи-
римидинового цикла с трансформацией циа-
ноиминогруппы, приводящей к образованию 
2-аминокарбамоил пиримидина (при 80° С) и 
2-аминопиримидина (при 144° С). 

Нами впервые осуществлено окисление 
2-цианоиминохиназолинов под действием 
более сильных окислителей (CrO3/AcOH, 
NaNO2/AcOH), что привело к образованию 
2-аминокарбамоил- или 2-нитрозохиназолинов, 
строение которых установлено спектральными 
методами.

С помощью квантово-химических расчет-
ных методов установлена наиболее стабильная 
таутомерная форма цианоиминохиназолинов, 
предложена энергетическая диаграмма их обра-
зования и определена вероятная биологическая 
активность субстратов и продуктов окисления 
при использовании предикт программы PASS.

Материалы и методы
Элементный анализ выполнен на CHNS-

анализаторе Elementar Vario Micro cube (Elemen-
tarAnalysensystem GmbH, Германия). Спектры 
ЯМР 1Н (400 МГц) и 13С (100 МГц) регистри-
ровались на спектрометре Varian 400 (Varian, 
США) внутренний стандарт – ТМС. Контроль за 

ходом реакций осуществлялся методом ТСХ на 
пластинках Alugram® Sul G UV254 (Marcherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Германия), элюент гек-
сан-этилацетат-хлороформ (5:1:1).

ИК-спектры сняты на ИК-фурье-спектро-
метре ФСМ-1201 в таблетках KBr.

Квантово-химический расчет проводился 
на основе программного пакета GAMESS Firefl y 
на базисе 6-31G** [DFT/B3LYP].

8-бензилиден-4-фенил-2-амино карба-
моил-5,6,7,8-тетрагидрохиназолин (8)

Метод А: 0.51 г (1,5 ммоль) 8-бензилиден-
4-фенил-2-цианоимино-1,2,3,4,5,6,7,8-окта-
гидрохиназолина (1), 0.15 г (0.75 ммоль) хромо-
вого ангидрида, 7 мл AcOH glac смешивают и 
кипятят при 120 °С 1.5 ч. Окончание реакции 
фиксируется по окрашиванию раствора в зелё-
ный цвет (выделение Cr2O3). При добавлении к 
образующейся массе 25 мл воды, выпадает оса-
док, который промывают водой до нейтральной 
реакции и сушат на воздухе.

Выход 0.21 г (63%). Кристаллы желтого цве-
та, Тпл 114–116 °C. Rf (5:1:1) 0.67. 

ЯМР 1Н, δ, м.д.: 1.78–2.10 (m, 2Н6, CHалицикл), 
1.87–2.84 (m, 2Н7, CHалицикл), 2.93–3.00 (m, 2Н5, 
CHалицикл), 5.40 (s, 2Н, NH2), 8.03 (s, 1Н, CHолефин), 
7.32–7.60 (m, 10Н, CHAr.), 9.12 (s, 1Н, NH).

Найдено, %: С 73,87; Н 5.09; N 15.61. 
C22H20N4O. Вычислено, %: С 74.14; Н 5.66; 
N 15.72. 

Метод Б: 0.10 г (0,29 ммоль) 8-бензилиден-
4-фенил-2-цианоимино-1,2,3,4,5,6,7,8-окта-
гидрохиназолин (1), 0.80 г (1.16 ммоль) нитрита 
натрия, 3.5 мл AcOH glac. смешивают и вы-
держивают при постоянном перемешивании 
и температуре 20° С 24 ч. Контроль реакции 
осуществляют по окончанию выделения бурого 
газа NO2. При добавлении к образующейся массе 
25 мл воды выпадает осадок, который промы-
вают водой до нейтральной реакции и сушат 
на воздухе.
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Выход 0.27 г (75 %). Кристаллы желтого 
цвета, Тпл. 114–116 °С. Rf (5:1:1) 0.67. 

8-(4-метоксифенилметилиден)-4-(4-
метоксифенил)-2-нитрозо-5,6,7,8-тетрагидро-
хиназолин (9)

Получен аналогично методу А при 160 °С.
Выход 0.27 г (90%). Кристаллы жёлтого 

цвета, Tпл 149–150 °С. Rf (5:1:1) 0.80. 
ЯМР 1Н, δ, м.д.: 1.20–1.25 (m, 2Н6, CHалицикл), 

1.77–1.84 (m, 2Н7, CHалицикл), 2.91–2.93 (m, 2Н5, 
CHалицикл), 6.95 (s, 1Н, CHолефин), 7.26–7.76 (m, 
8Н, CHAr.).

ЯМР 13C, δ, м.д.: 22.03 (C7), 25.37 (С6), 
28.53 (C5), 55.33 (C4), 113.88 (C2), 128.73 (=C-H), 
132.25–136.54 (Ar). 

Найдено, %: С 70.98; Н 5.84; N 11.02. 
C23H21N3O3. Вычислено, %: С 71.30; Н 5.46; 
N 10.85. 

Результаты и их обсуждение
Ранее нами осуществлен синтез 2-цианои-

минооктогидрохиназо-линов 1–7 при взаимо-
действии цианогуанидина и диенонов циклоге-
ксанового ряда в условиях основного катализа 
(рис. 1) [8]:

Рис. 1. Схема образования 2-цианоиминооктогидрохиназолинов (1–7)
Fig. 1. Scheme of formation of 2-cyanoiminooctohydroquinazolines (1–7)

Существование полученных соединений 
1–7 возможно в 4-таутомерных формах A–D 

(рис. 2), аналогично родственно-построенным 
2-цианоиминодигидропиримидинам [9, 10]:

Рис. 2. Таутомерные формы A–D 8-бензалиден-4-фенил-2-цианоиминохиназолина (1)
Fig. 2. Tautomeric forms A–D 8-benzalidene-4-phenyl-2-cyanoiminoquinazoline (1)

Рассчитанные нами (6-31G**/B3LYP) по-
тенциальные относительные энергии: Eотн.=
= 0.000 ккал/моль для формы (А), 20.707 ккал/моль
для формы (B), 23.845 ккал/моль для формы 
(C), 7.530 ккал/моль для форм ы (D) указы-

вают на наибольшую стабильность тауто-
мера A, возможно, из-за кросс-сопряжения 
в гетероциклическом фрагменте и наиболее 
равномерной делокализации электронной 
плотности. 

Д. А. Пузанов и др. Превращения замещенных цианоиминооктагидрохиназолинов 
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Строение таутомера А подтверждено кор-
реляциями H3/H4 и H1/H3 протонов в NOESY-
спектре (рис. 3):

Рис. 4. Предположительный механизм образования 2-цианоиминохиназолинов на примере 8-бензалиден-4-фенил-
2-цианоиминохиназолина (1)

Fig. 4. Probable mechanism of formation of 2-cyanoiminoquinazolines by the example of 8-benzalidene-4-phenyl-2-cya-
noiminoquinazoline (1)

Рис. 3. Корреляции H3/H4 и H1/H3 протонов 
в NOESY-спектре 8-бензалиден-4-фенил-

2-цианоиминохиназолина (1)
Fig. 3. Correlations of H3/H4 and H1/H3 protons 
in the NOESY-spectrum of 8-benzalidene-4-

phenyl-2-cyanoiminoquinazoline (1)

Вероятная схема образования (рис. 4) 
2-циано  иминохиназолинов,  включающая 
пер воначальную конденсацию Михаэля, по-
следующую N-циклизацию с формированием 
активированного комплекса С, была проанали-
зирована с использованием метода линейного 
синхронного транзита (TS) с целью определения 
истинной энергии активации (рис. 5). 

В соответствии с расчетными данными, в 
ходе реакции образуются два активированных 
комплекса А и С с энергиями образования – 
566.75 и 562.23 кДж/моль соответственно, а 
соединение В – переходное состояние. Измене-
ние энтальпии реакции ΔH = 171,97 кДж/моль 
свидетельствует об эндотермичности процесса. 

2-Цианоиминохиназолины 1, 2 были вве-
дены в реакцию окисления с использовани-
ем различных реагентов (CrO3/AcOHglac., 
NaNO2/AcOHglac.)  (рис. 6), которые ранее 
хорошо зарекомендовали себя в реакциях 
родственно-построенных азолцикланохиназо-
линов [11].

N

NH2

NH2NC

+OH

-H2O
N

NH

NH2NC
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Рис. 5. Энергетич еский профиль реакции образования 2-цианоиминооктагидрохиназолинов на примере 
8-бензалиден-4-фенил-2-цианоиминохиназолина (1)

Fig. 5. Energy profi le of the reaction of the formation of 2-cyanoimino-octahydroquinazolines by the example 
of 8-benzalidene-4-phenyl-2-cyanoiminoquinazoline (1)

HN NH

RR

N
C N

N N

RR

HN

NH 2

O

N N

RR

NO

i, i i

iii

8

9

i:  C rO 3/Ac OH glac. 120 °C , 1 ,5 h; Y ield 63 %
ii : N aN O 2/AcO H glac. 20° C , 24 h;  Yield  75 %
ii i: C rO 3/AcO H glac. 160° C , 1,5 h; Y ield 90 %

R= P h (1 )

R =C 6 H4-O M e4 (2 )
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Рис. 6. Схема образования 8-бензалиден-4-фенил-2-аминокарбамоилхиназолина (8) и 8-(4-метокси-
фенил)метилиден-4-(4-метоксифенил)-2-нитрозохиназолина (9)

Fig. 6. Scheme of formation of 8-benzalidene-4-phenyl-2-aminocarbamoylquinazoline (8) and 8-(4-methoxy-
phenyl)methylidene-4-(4-methoxyphenyl)-2-nitrosoquinazoline (9)

При применении CrO3/CH3COOH (120 оС) 
и NaNO2/CH3COOH (20 оС) был получен 2-ами-
нокарбамоилхиназолин 8. Использование 
NaNO2/AcOHglac. (E0 = 1.004 V) более предпо-

чтительно из-за мягких условий реакции и 
более высокого выхода продукта 8. Повышение 
температуры с 120 до 160 °С в случае сильно-
го окислителя CrO3/AcOHglac. (E0 = 1.333 V) 

Д. А. Пузанов и др. Превращения замещенных цианоиминооктагидрохиназолинов 
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приводит к более глубокой трансформации 
замещающей группы с формированием 2-нит-
розотетрагидрохиназолина 9 с высоким вы-
ходом 90%. 

На рис. 7 приведены ИК-спектры исход-
ного 8-бензилиден-4-фенил-2-циано имино-
хиназолина 1 (зеленая полоса) и продукта его 
окисления 8-бензилиден-4-фенил-2-амино-
карбамоилхиназолина 8 (красная полоса), 
которые указывают на наличие в последнем 

полос валентных колебаний амид I (1696 см-1), 
амид II (1557 см-1), свободной (3397 см-1) 
и связанной  (3203 см -1) первичной  NH2-
группы, при исчезновении полосы валентных 
колебаний -CN (2174 см-1) и сохранении СН2алиц 
(3063–2819 см-1).

Уменьшение частоты и уширение полосы 
NH2-группы в соед.8 указывают на вероятное 
образование ВВС с эндоциклическим атомом 
азота.

Рис. 7. ИК-спектр 8-бензилиден-4-фенил-2-цианоимино-1,2,3,4,5,6,7,8-октагидрохиназолина (1) и 8-бензилиден-4-
фенил-2-аминокарбамоил-5,6,7,8-тетрагидрохиназолина (8) (цвет онлайн)

Fig. 7. IR spectrum of 8-benzylidene-4-phenyl-2-cyanoimino-1,2,3,4,5,6,7,8-octahydroquinazoline (1) and 8-benzylidene-
4-phenyl-2-aminocarbamoyl-5,6,7,8-tetrahydroquinazoline (8) (color online)

В ЯМР 1Н спектре (рис. 8) соединения 8 
отмечены синглеты протонов NH (с. 9.12 м.д.) и 
NH2 (с. 5.40 м.д.) при сохранении мультиплетов 
протонов алицикла (м., 1.78–3.00 м.д.), что явля-
ется подтверждением селективной ароматизации 
дигидропиримидинового цикла.

В HSQC-спектре отсутствуют корреля-
ции синглетов протонов при 9.12 и 5.40 м.д. с 
атомами углерода, что указывает на их связь с 
гетероатомом.

В ИК-спектре 8-(4-метоксибензилиден)-
4-(4-метоксифенил)-2-нитрозохиназолина (9) 
отмечены полосы валентных колебаний связи 
N=O (1507 см-1), С=N (1657 см-1), Car=Car (1557–
1567 см-1), Car= Car пиримидин (1595 см-1). 

Вероятная схема окисления цианоими-
нохиназолинов на примере соединения 1 
(рис. 9) включает действие окислителя на наибо-
лее окисленный атом С4 дигидропиримидиново-
го цикла и предполагает ионный механизм (при 
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Рис. 8. ЯМР 1Н-спектр 8-бензилиден-2-аминокарбамоил-4-фенил-5,6,7,8-
тетрагидрохиназолина (8)

Fig. 8. 1H NMR spectrum of 8-benzylidene-2-aminocarbamoyl-4-phenyl-5,6,7,8-tetrahy-
droquinazoline (8)
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Рис. 9. Предположительный механизм окисления 2-цианоиминохиназолинов на примере 8-бензалиден-
4-фенил-2-цианоиминохиназолина (1)

Fig. 9. Presumptive mechanism of oxidation of 2-cyanoiminoquinazolines by the example of 8-benzalidene-
4-phenyl-2-cyanoiminoquinazoline (1)

Д. А. Пузанов и др. Превращения замещенных цианоиминооктагидрохиназолинов 
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применении CrO3) и радикальный механизм 
(при применении NaNO2).

Обобщая литературные и полученные нами 
данные, можно заключить, что варьирование 
природы окислителя и температурного режима 
может целенаправленно привести к трансформа-
ции 2-цианоиминодигидропиримидина в соот-
ветствующие 2-аминокарбамоил-, 2-амино- или 
2-нитрозопиримидины (хиназолины).

На базе программного пакета PASS установ-
лено, что полученные нами 2-цианоиминохи-
назолины 1–7 имеют умеренную вероятность к 
проявлению противораковой активности за счет 
наличия в своем составе цианоиминодигидро-
пиримидинового фармакофорного фрагмента. 
Модификация их структуры (соединения 8 и 9) 
приводит к потере противоракового потенциала.
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проростков интрогрессивных линий 
мягкой пшеницы с генетическим 
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Аннотация. Внесение генетического материала дикорастущих видов в геном культурных 
растений позволяет существенно расширить возможности селекции. Для эффективного 
использования интрогрессивных растений необходимо изучение их хозяйственно-ценных 
признаков и адаптационных возможностей. Проведено исследование влияния генетиче-
ского материала от Аegilops columnaris Zhuk. на морфометрические параметры проростков 
интрогрессивных линий мягкой яровой пшеницы в условиях солевого стресса. Объекты 
исследования – проростки мягкой яровой пшеницы сорта Добрыня и проростки интро-
грессивных линий мягкой яровой пшеницы, содержащие генетический материал Aegil-
ops columnaris Zhuk. Культивирование проростков осуществлялось на растворах хлорида 
и сульфата натрия. Влияние засоления на рост оценивали по следующим показателям: 
корневому индексу, показателю корнеобеспеченности проростка, длине первого листа, 
количеству корней семидневных проростков. Среди изученных интрогрессивных линий 
мягкой яровой пшеницы наибольшая устойчивость к действию хлорида натрия была ха-
рактерна для проростков линий L1946/1 (6A(6U); T4BS/T4BL-1D; 3AL with terminal C-band), 
L1882/2 (monosomic addition 2/4/7X), L2021/4 (5D(5X)6D(6X); terminal transl. 3DL) и L2021/2 
(5D(5X)6A(6X)). Проростки линий L1882/2 (monosomic addition 2/4/7X) и L2028/3 (5D(5X)) 
проявили устойчивость в условиях сульфатного засоления. Полученные результаты позво-
ляют сделать вывод о положительном влиянии или отсутствии отрицательного влияния 
указанных изменений генома на солеустойчивость мягкой пшеницы. Выраженное нега-
тивное влияние хлоридного и сульфатного засоления на исследуемые морфометрические 
показатели выявлено у растений линии L1721/2 (6A(6Udel); T4BS/T4BL-1D), что указывает на 
отрицательное влияние такого изменения генома на солеустойчивость мягкой пшеницы.
Ключевые слова: Triticum aestivum L., интрогрессивные линии мягкой пшеницы, хлорид-
ное засоление, сульфатное засоление, морфогенез проростков
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Abstract. The introduction of the genetic material of wild-growing species into the genome of cultivated plants can signifi cantly expand the 
diversity of breeding material. For the eff ective use of introgressive plants, it is necessary to study their economically valuable traits and adap-
tive capabilities. The objective of the work is to study the eff ect of two types of salinity on the morphogenesis of seedlings of introgressive lines 
of spring bread wheat containing the genetic material of Aegilops columnaris Zhuk. The objects of study are seedlings of spring bread wheat of the 
Dobrynya variety and seedlings of introgressive lines of spring bread wheat, created in the laboratory of genetics and cytology of the Federal 
Center of Agriculture Research of the South-East Region on the basis of the Dobrynya variety and Aegilops columnaris Zhuk. Cultivation of plants was 
carried out on solutions of sodium chloride and sulfate; the concentrations of the solutions corresponded to an osmotic pressure of 7 atm. The 
eff ect of salinity on growth was assessed by the following indicators: root index value, root-to-shoot ratio of seedlings, length of the fi rst leaf, and 
number of roots of seven-day-old seedlings. Among the studied introgressive lines of spring bread wheat, the highest resistance to the action of 
sodium chloride is characteristic of seedlings of lines L1946/1 (6A(6U); T4BS/T4BL-1D; 3AL with terminal C-band), L1882/2 (monosomic addition 
2/4/ 7X), L2021/4 (5D(5X)6D(6X); terminal transl. 3DL) and L2021/2 (5D(5X)6A(6X)). Seedlings of lines L1882/2 (monosomic addition 2/4/7X) 
and L2028/3 (5D(5X)) showed resistance to sulfate salinity. Seedlings of line L2028/3 (5D(5X)) are slightly inferior to seedlings of the Dobrynya 
variety in the length of the fi rst leaf under conditions of chloride salinization, and line L2021/4 is inferior in terms of root supply under conditions 
of sulfate salinity (5D(5X)6D(6X); terminal transl. 3DL). The results obtained allow us to conclude that the indicated changes in the genome have 
a positive or no negative eff ect on the salt tolerance of common wheat. The pronounced negative eff ect of chloride and sulfate salinity on the 
studied morphometric parameters was found in plants of the line L1721/2 (6A(6Udel); T4BS/T4BL-1D), which suggests that such a change in the 
genome negatively aff ects the salt tolerance of bread wheat. 
Keywords: Triticum aestivum L., introgressive lines of bread wheat, chloride salination, sulfate salinity, seedling morphogenesis
For citation: Dashtoian I. V., Kalinina A. V., Korobko V. V. Eff ect of salinity on the morphogenesis of seedlings of introgressive lines of spring bread 
wheat with genetic material Aegilops columnaris. Izvestiya of Saratov University. Chemistry. Biology. Ecology, 2023, vol. 23, iss. 3, pp. 308–317 (in 
Russian). https://doi.org/10.18500/1816-9775-2023-23-3-308-317, EDN: FVXSFT
This is an open access article distributed under the terms of Creative Commons Attribution 4.0 International License (CC-BY 4.0)

Ю. В. Даштоян и др. Влияние засоления на морфогенез проростков интрогрессивных линий 

Введение
Интрогрессивная селекция в современном 

растениеводстве позволяет получать растения, 
способные с большей эффективностью перено-
сить влияние неблагоприятных факторов среды. 
Благодаря внесению генетического материала 
дикорастущих видов в геном культурных рас-
тений можно существенно расширить разно-
образие селекционного материала. Чужеродные 
гены встраиваются в геном реципиента, как 
правило, большими фрагментами и, наряду с 
полезными признаками, могут приводить к про-
явлению у гибридов нежелательных свойств [1]. 
Дальнейшее использование в селекции растений, 
полученных таким методом, возможно после 
изучения их хозяйственно-ценных признаков и 
адаптационных возможностей. 

Одним из факторов среды, способным не-
гативно влиять на рост и развитие растений, 
является засоление почв. В земельном фонде 
России засоленные почвы занимают 38,4 млн га, 
при этом площади засоленных территорий по-
стоянно увеличиваются, а их полное рассоление 
с использованием мелиоративных мер практиче-
ски невозможно. 

С точки зрения агрономии важным крите-
рием солеустойчивости является урожайность 
растений на засоленной почве, при этом отбор 
солеустойчивых форм в полевых условиях ос-
ложняется из-за неравномерности распределе-
ния засоленных участков. Поэтому на практике 
широко применяются лабораторные методы 
диагностики солеустойчивости, как прямые, так 
и косвенные [2].
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Цель настоящей работы – выявление вли-
яния генетического материала от Аegilops co-
lumnaris Zhuk. на морфометрические параметры 
проростков интрогрессивных линий мягкой 
яровой пшеницы в условиях солевого стресса.

Материалы и методы
Исследования проводились в лаборатории 

цитологии и генетики ФГБНУ «ФАНЦ Юго-Вос-
тока». Объектами исследования служили про-
ростки мягкой яровой пшеницы сорта Добрыня 
и проростки интрогрессивных линий мягкой 
яровой пшеницы, созданных в лаборатории 

генетики и цитологии ФАНЦ Юго-Востока на 
основе сорта Добрыня и Aegilops columnaris Zhuk. 
k1193. Характеристика объектов исследования 
представлена в табл. 1.

Цитогенетическое изучение интрогрессив-
ных линий, состояние чужеродной генетической 
изменчивости, ее количество и включение в 
реконструированный геном мягкой пшеницы, 
а именно в виде дополненных или замещённых 
хромосом, транслокаций, было проведено в 
лаборатории генетических основ идентифи-
кации растений Института общей генетики 
им. Н. И. Вавилова (г. Москва) [3].

Таблица 1 /  Table 1
Генетическая характеристика изученных интрогрессивных линий мягкой яровой пшеницы

Genetic characteristics of the studied introgressive lines of soft spring wheat

Линия / Lines Родословная линии / Pedigree of lines

L1949 Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)*3//Dobrynya 2A(2U)

L1777/4 Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)*3//Dobrynya 6D(6U); T4BS/T4BL-1D; 1BL with terminal deletion

L1946/1 Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)*3//Dobrynya 6A(6U); T4BS/T4BL-1D; 3AL with terminal C-band

L2308/5 Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)*3//Dobrynya 6A(6U); T4BS/T4BL-1D

L1721/2 Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)*3//Dobrynya 6A(6Udel); T4BS/T4BL-1D

L1869/3-16 AD Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)*4//Dobrynya monosomic subst. 1A/1X

L1882/2 AD Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)//Dobrynya/3/Dobrynya monosomic addition 2/4/7X

L1837/1 AD Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)/Dobrynya 3B(3X); T5DS.5DL

L1881/1 AD Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)*3//Dobrynya 5D(5X)

L2028/3 AD Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)//Dobrynya/3/Dobrynya 5D(5X)

L1808/1 AD Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)//Dobrynya/3/Dobrynya 6D(6X)

L2021/4 AD Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)//Dobrynya/3/Dobrynya 5D(5X) 6D(6X); terminal transl. 3DL

L2021/2 AD Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)//Dobrynya/3/Dobrynya 5D(5X)6A(6X)

L1777/1 Dobrynya/Ae.columnaris (k1193)*3//Dobrynya 5D(5X)6A(6X);   1BL with terminal deletion

Для определения эффекта, оказываемого на 
растительный организм факторами окружающей 
среды, рекомендуется использовать различные 
тест-функции, к числу которых относят всхо-
жесть, параметры развития корневой системы 
и побега [4, 5]. При проведении исследования 
мы посчитали целесообразным использовать 
комплекс морфометрических показателей, сопо-
ставление которых позволит выявить различные 
аспекты роста и развития проростка.

Для исследования использовали непо-
врежденные, выровненные по размеру семена 
2022 г. репродукции, с хорошей всхожестью 
(≥90%). Проращивание зерновок осуществляли 
в чашках Петри, с использованием в качестве 
субстрата изоосмотических растворов хлорида 
и сульфата натрия (концентрации растворов 

соответствовали осмотическому давлению 
7 атм). Контролем служили растения, культиви-
рованные на дистиллированной воде. Опытные 
и контрольные проростки культивировали в 
темноте при температуре +20°±1°C. На седьмые 
сутки проводили количественный учет роста: 
определяли абсолютно сухую массу надземной 
части побега и корневой системы, длину глав-
ного и боковых зародышевых корней, длину 
первого листа, количество корней (n = 30). На 
основании полученных данных рассчитывали 
показатель корнеобеспеченности, как отноше-
ние абсолютно сухой массы корневой системы к 
абсолютно сухой массе побега. Корневой индекс 
определяли как среднее значение длины самых 
длинных корней, отнесенное к аналогичному в 
контроле.
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Результаты исследований подвергались ста-
тистической обработке в табличном процессоре 
Excel пакета MS Office 2010.

Результаты и их обсуждение
При изучении влияния хлоридного и суль-

фатного засоления на процесс роста и развития 
корневой системы проростков было обнаружено, 
что количество корней, развивающихся у про-
ростков ряда интрогрессивных линий в присут-
ствии солей, отличалось от количества корней 
проростков, выращенных на дистиллированной 
воде. Учет количества корней семидневных про-
ростков сорта Добрыня показал, что среднеариф-
метическое значение в контрольном варианте 
опыта составило 4,2 шт., при этом мода (Мо) 
равна 5, а коэффициент варьирования (Сv) 21%. В 
условиях хлоридного засоления существенного 
отличия данного показателя от контроля выяв-
лено не было: среднеарифметическое значение 
равно 4,4 шт., Мо = 5, Cv на 5% ниже, чем в кон-
троле, тогда как в условиях сульфатного наблю-
далось существенное – на 1,5 шт. – увеличение 
среднеарифметического значения количества 
корней и моды (Мо = 6), снижение показателя 
варьирования признака (Сv = 8%).

Среди исследованных линий наименьшее 
количество корней в контрольном варианте 
опыта было отмечено у проростков линии 
L2308/5 (среднее значение 3,7 шт.) и линии 
L1869/3-16 (среднее значение 3,8 шт.). Отметим, 
что проростки всех линий, содержащих заме-
щения 5D(5X), культивированных на дистил-
лированной воде, имели большее по сравнению 
с сортом Добрыня количество корней, при этом 
значение моды и у проростков сорта Добрыня, 
и у проростков этих линий было одинаково и 
равно 5. 

Статистический анализ данных по коли-
честву корней проростков, культивированных 
в условиях хлоридного засоления, показал, что 
мода имела минимальное значение (Мо = 3) 
у проростков линий L1949, L1882/2 и L1881/1 
(для них же было характерно наименьшее 
среднеарифметическое значение 3,0–3,1 шт.), а 
также линий L1837/1, L2028/3, L2021/4, L2308/5. 
Средние арифметические значения исследуе-
мого показателя развития корневой системы 
проростков линий L1808/1 и L1777/1 превы-
шали аналогичное значение проростков сорта 
Добрыня, при этом различия статистически не 
достоверны (табл. 2).

Таблица 2 / Table 2
Влияние разнокачественного засоления на количество корней семидневного проростка 

интрогрессивных линий T. aestivum L.
Infl uence of different-quality salinity on the number of roots seven-day-old seedling of introgressive lines of  T. aestivum L.

Объект /
The object

Контроль / The control Хлоридное засоление / 
Chloride salination

Сульфатное засоление /
Sulfate salination

Σ, шт. Мо Сv, % Σ, шт. Мо Сv, % Σ, шт. Мо Сv, %
Добрыня /
Dobrynya 4,2 ± 0,5 5 20,8 4,4 ± 0,5 5 15,4 5,7* ± 0,3 6 7,9

L1949 4,7 ± 0,4 5 13,6 3,0”* ± 0 3 0 4,7 ± 0,6 5 16,0
L1777/4 4,1 ± 0,6 5 22,5 4,1 ± 0,5 4 17,9 5,1* ± 0,3 5 6,8
L1946/1 4,4 ± 0,5 5 15,4 3,9 ± 0,6 4 24,2 4,3” ± 0,3 4 10,5
L2308/5 3,7 ± 0,5 3 21,1 3,3 ± 0,4 3 20,0 5,1* ± 0,4 5 11,1
L1721/2 4,7 ± 0,4 5 13,6 4,4 ± 0,5 5 15,9 5,4 ± 0,3 5 9,1

L1869/3-16 3,8 ± 0,5 3 19,7 3,7 ± 0,4 4 18,2 5,1* ± 0,3 5 6,8
L1882/2 4,3 ± 0,7 5 22,8 3,0”* ± 0 3 0 4,0” ± 0 4 0
L1837/1 5,0” ± 0 5 0 3,7* ± 0,5 3 21,1 5,0” ± 0 5 0
L1881/1 4,8 ± 0,5 5 15,6 3,1”* ± 0,2 3 10,6 5,0” ± 0 5 0
L2028/3 4,3 ± 0,5 5 18,2 3,4 ± 0,5 3 19,9 5,8* ± 0,3 6 6,4
L1808/1 5,2” ± 0,3 5 7,7 4,5 ± 0,5 5 17,9 5,2 ± 0,4 5 12,0
L2021/4 5,0” ± 0 5 0 3,8* ± 0,5 3 22,9 5,2 ± 0,4 5 12,0
L2021/2 4,8 ± 0,3 5 8,3 4,4 ± 0,5 5 18,2 5,0” ± 0 5 0
L1777/1 4,8 ± 0,3 5 8,3 4,8 ± 0,3 5 8,3 5,0” ± 0 5 0
Примечание. Мо – мода, Сv – коэффициент варьирования, Σ – среднее арифметическое, * – различия между 

контролем и опытом достоверны при  р < 0,05, ” – различия между сортом Добрыня и линией достоверны при р <  0,05.
Note. Mo – mode, Cv – coeffi cient of variation, Σ – arithmetic mean, *– differences between control and experiment 

are signifi cant at p < 0,05, ” – differences between the Dobrynya variety and the line are signifi cant at p < 0,05.
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В условиях хлоридного засоления степень 
варьирования количества корней у семиднев-
ных проростков может быть охарактеризована 
как незначительная у линий L1949, L1882/2, 
L1777/1; существенная – у линий L1946/1, 
L1837/1, L2021/4; средняя – у проростков сорта 
Добрыня и остальных исследуемых линий.

Выявлено стимулирующее действие суль-
фатного засоления на образование корней у 
проростков некоторых линий: среднее арифме-
тическое значение данного признака достовер-
но превышало контрольное значение у линий 
L1777/4, L2308/5, L1869/3-16, L2028/3. Про-
ростки других линий в условиях сульфатного 
засоления статистически значимых отличий от 
контроля по количеству корней не имели. 

Проростки интрогрессивных линий при 
культивировании на сульфате натрия по ко-
личеству корней уступали проросткам сорта 
Добрыня. Исключение составили проростки 
линии L2028/3, среднеарифметическое коли-
чество корней у этих проростков было 5,8 шт., 
т.е. незначительно превышало показатель со-
рта Добрыня (5,7 шт.), при этом значение моды 
у проростков сорта Добрыня и линии L2028/3 
было максимальным среди всех исследуемых 
объектов в условиях сульфатного засоления 
(Мо = 6).

Для большинства исследованных линий 
и сорта Добрыня характерно незначительное 
варьирование в выборке по количеству корней 
семидневных проростков, тогда как у пророст-
ков линий L1949, L1946/1, L2308/5, L1808/1 и 
L2021/4 варьирование анализируемого показа-
теля оценивается как среднее.

Таким образом, несмотря на статистически 
незначимые различия значений количества 
корней у проростков большинства изученных 
нами линий по сравнению с проростками сорта 
Добрыня в контрольном варианте опыта, при 
действии различных типов засоления проявля-
ется генетическая специфика, выражающаяся 
в изменении средних значений и в различной 
степени варьирования анализируемого по-
казателя. 

Были определены показатель корнеобес-
печенности и корневой индекс контрольных 
растений и выращенных в условиях хлоридного 
и сульфатного засоления. Показатель корне-
обеспеченности семидневных проростков со-
рта Добрыня в контрольном варианте опыта 
составил 0,8 отн.ед., тогда как значение данного 
показателя проростков, изученных интрогрес-
сивных линий мягкой пшеницы в контроле, 
варь ировало от 0,5 отн.ед. (L1882/2) до 0,9 отн.ед. 
(L1869/3-16). 
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Рис. 1. Показатель корнеобеспеченности проростков сорта Добрыня и интрогрессивных линий 
T. aestivum L. 

Fig. 1. The root-to-shoot ratio of seedlings of the variety Dobrynya and introgressive lines T. aestivum L.
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Исследование влияния качества засоления 
на корнеобеспеченность проростков показало, 
что у всех объектов исследования, за исключе-
нием линий L1777/4, L2021/4 и L2021/2, показа-
тель корнеобеспеченности, выраженный в % от 
контрольного значения, в условиях сульфатного 
засоления оказался выше, чем в условиях хло-
ридного (рис. 1).

В присутствии сульфата натрия относи-
тельное массовое соотношение корней и побега 
проростков линий L1777/1 и L2028/3, содержа-
щих замещения 5D(5X), существенно (в 1,9–2,3 
раза) превышало анализируемый показатель у 
проростков сорта Добрыня. Корнеобеспечен-
ность проростков других интрогрессивных 
линий мягкой пшеницы уступала анализиру-
емому показателю проростков родительской 
формы; при этом у растений линии L1881/1, 
содержащих замещение 5D(5X), значение кор-
необеспеченности было незначительно ниже, 
чем у сорта Добрыня – на 4%, а у растений 
линии L1808/1 с замещением 6D(6X) – на 14%. 
У проростков линий L2021/4 и L2021/2, име-
ющих двойные замещения 5D(5Х)6D(6X) и 
5D(5X)6А(6Х), выявлено существенное – на 99 
и 77% соответственно – снижение анализиру-
емого показателя относительно сорта-реципи-
ента. Связано ли высокое значение показателя 
корнеобеспеченности в условиях сульфатного 
засоления у проростков линии L1777/1 с деле-
цией 1BL не известно.

В условиях хлоридного засоления показа-
тель корнеобеспеченности проростков линий 
L2308/5, L1721/2 был на 11% ниже, чем у про-
ростков сорта-реципиента, у проростков линии 
L1837/1 на 17% его превышал. Проростки осталь-
ных изученных интрогрессивных линий имели 
более высокие показатели корнеобеспеченности, 
чем проростки сорта Добрыня.

Таким образом, среди исследуемых интро-
грессивных линий мягкой пшеницы выявлены 
линии, для которых, как и для проростков 
сорта Добрыня, характерно значительное 
снижение показателя корнеобеспеченности в 
условиях хлоридного засоления – это линии 
L2308/5 (6A(6U); T4BS/T4BL-1D) и L1721/2 
(6A(6Udel); T4BS/T4BL-1D). В условиях суль-
фатного засоления наблюдается существенное 
увеличение показателя корнеобеспеченности 
проростков относительно контроля у всех ис-
следуемых линий, за исключением L2021/2 
(5D(5X)6A(6X)) и L2021/4 (5D(5X)6D(6X); ter-
minal transl. 3DL). Следует отметить, что пока-

затель корнеобеспеченности, представляющий 
собой относительное массовое соотношение 
корней и побега, используется для оценки 
стратегии адаптации растений к окружающей 
среде [4], демонстрирует способность растений 
регулировать соотношение корень/побег в 
стрессовых условиях за счет перераспределе-
ния пластических веществ между надземными 
и подземными органами.

Определено влияние разнокачественно-
го засоления на корневой индекс проростков 
линий. У всех проростков опытных растений 
наибольшей длины достигал главный корень, 
его длина у контрольных растений интрогрес-
сивных линий мягкой пшеницы варьирует от 82 
(L1946/1) до 182 мм (L1837/1), тогда как у сорта 
Добрыня длина главного зародышевого корня 
составила 143 мм. 

На основании полученных данных установ-
лено, что оба типа засоления оказывают негатив-
ное влияние на показатель корневого индекса, 
при этом данный эффект в большей степени 
проявляется в условиях сульфатного засоления 
(табл. 3). Так, в условиях хлоридного засоления 
корневой индекс проростков сорта Добрыня со-
ставил 0,36 отн. ед., у проростков интрогрессив-
ных линий – от 0,17 до 0,51 отн. ед.; тогда как при 
культивировании на сульфате натрия значение 
анализируемого показателя у растений сорта 
Добрыня составило 0,07 отн. ед., а у растений 
интрогрессивных линий – 0,02–0,09 отн. ед. В 
условиях хлоридного засоления существенных 
отличий значения корневого индекса проростков 
линий L2028/3, L1882/2, L2021/4, а также линий 
L2308/5, L2021/2 и L1777/1 от значения корневого 
индекса проростков сорта Добрыня обнаружено 
не было. Повышение корневого индекса по срав-
нению с аналогичным показателем роста корня 
родительского сорта было характерно для про-
ростков линий L1949 (2A(2U)), и L1946/1 (6A(6U); 
T4BS/T4BL-1D; 3AL with terminal C-band). 

В условиях сульфатного засоления у расте-
ний двух линий – L1777/4 (6D(6U); T4BS/T4BL-
1D; 1BL with terminal deletion) и L1946/1 (6A(6U); 
T4BS/T4BL-1D; 3AL with terminal C-band) наблю-
дается увеличение корневого индекса по сравне-
нию со значением данного показателя у пророст-
ков сорта Добрыня. Корневой индекс проростков 
линий L1949, L1882/2, L2028/3, L2021/4 не имеет 
статистически значимых отличий от его значе-
ния для сорта Добрыня. У остальных изученных 
линий этот критерий меньше, чем у проростков 
сорта Добрыня. 
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Таким образом, корневой индекс проростков 
линии L1946/1 (6A(6U); T4BS/T4BL-1D; 3AL with 
terminal C-band) в условиях обоих типов засоле-
ния превышает значение корневого индекса со-
рта Добрыня; проростков линии L1949 (2A(2U)) 
в условиях хлоридного засоления – превышает 
показатель сорта Добрыня, а в условиях сульфат-
ного уступает ему лишь на 0,01 отн.ед. Следует 
отметить, что растения линии L1949 содержат 
замещение 2A(2U). По литературным данным, 
2А хромосома несет QTL солевого стресса [6]. 
Положительное влияние на солеустойчивость 
было отмечено Р. С. Юдиной с соавторами для 
линии мягкой пшеницы, несущей интрогрессию 
от T. timopheevii Zhyk. в хромосоме 2А [7]. Также 
есть данные, свидетельствующие о наличии 
гена Nax1, регулирующего транспорт натрия в 
клетке (HKT7) [8]. Полученные нами результа-
ты позволяют предположить, что отсутствие 
замещённого генетического материала мягкой 
пшеницы, связанного с солеустойчивостью, у 
интрогрессивных линий, было компенсировано 
генетическим материалом Ae. columnaris. Для 

ряда линий – L1721/2, L1837/1, L1881/1, L1808/1, 
L1869/3-16, L1777/1 – характерно снижение ана-
лизируемого показателя роста корневой системы 
относительно сорта Добрыня, а корневой индекс 
проростков линий L1882/2, L2028/3, L2021/4 со-
ответствует или не имеет существенных отличий 
от аналогичного показателя сорта Добрыня. 

На основании полученных данных установ-
лено, что для этих линий характерно снижение 
корневого индекса в условиях хлоридного за-
соления, при этом показатель корнеобеспечен-
ности превышал аналогичные значения, уста-
новленные для родительской формы. Этот факт 
позволяет сделать вывод, что хлорид натрия, 
оказывая ингибирующее действие на линейный 
рост растений, не приводит к существенным 
отклонениям относительного массового соот-
ношения корней и побега проростков. 

У проростков линий L1949, L2028/3 и 
L1882/2 в условиях хлоридного засоления ин-
гибирование роста первого листа было значи-
тельнее, чем у сорта Добрыня (рис. 2). По двум 
другим анализируемым показателям растения 

Таблица 3 / Table 3
Значение корневого индекса проростков сорта Добрыня 

и интрогрессивных линий T.aestivum L. 
Root index value of seedlings of the variety Dobrynya and introgressive lines T.aestivum L.

Объект / The object Хлоридное засоление, отн. ед. / 
Chloride salination, a.u.

Сульфатное засоление, отн. ед. / 
Sulfate salination, a.u.

Добрыня / Dobrynya 0,36 0,07

L1949 0,44 0,06*

L1777/4 0,29 0,09

L1946/1 0,51 0,09

L2308/5 0,34* 0,04

L1721/2 0,24 0,05

L1869/3-16 0,33 0,02

L1882/2 0,35* 0,08*

L1837/1 0,22 0,04

L1881/1 0,17 0,05

L2028/3 0,36* 0,07*

L1808/1 0,31 0,05

L2021/4 0,35 0,06*

L2021/2 0,34* 0,05

L1777/1 0,34* 0,05

НСР0,95 0,02 0,01

Примечание. *  – различия между сортом Добрыня и линией не достоверны при р < 0,05.
Note. * – differences between the Dobrynya variety and the line are not signifi cant at p < 0,05.
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этих линий имели результаты, превосходящие 
родительскую форму. Следовательно, измене-
ния в геномах этих интрогрессивных линий не 
приводят к снижению уровня толерантности к 
хлоридному засолению, характерного родитель-
скому сорту. Наименьшее влияние хлоридного 
засоления на рост первого листа было отмечено 
у растений линий L2308/5 (53% от контроля) и 
L1777/1 (47% от контроля); и, хотя по значению 
корневого индекса представители этих линий 
существенных отклонений от сорта-реципиента 
не обнаружили, по показателю корнеобеспечен-
ности линия L2308/5 существенно ему уступает. 
Следует отметить, что аналогичная реакция на 
засоление, а именно снижение показателя корне-
обеспеченности, уменьшение корневого индекса 
и меньшая степень ингибирования роста перво-
го листа по сравнению с родительской формой, 
была получена при изучении линии L1721/2, со-
держащей, как и линия L2308/5, транслокацию 
T4BS/T4BL-1D. При этом у линии L1946/1, со-
держащей такую же транслокацию, но имеющей 
также изменения в 3А хромосоме, значения всех 
рассмотренных показателей в условиях хлорид-
ного засоления были выше, чем у сорта Добрыня.

Длина первого листа проростков сорта 
Добрыня при воздействии раствора сульфата 
натрия составила 12% от контрольного значе-
ния. В большей степени негативный эффект 
данного типа засоления на рост первого листа 
обнаружен у семидневных проростков линий 
L1949, L1946/1, L1721/2, L1869/3-16, L1881/1 
и L1808/1, длина первого листа проростков 
которых составила 5 – 9% от контрольных 
значений. Отметим, что растения этих линий в 
условиях сульфатного засоления имели также 
более низкие показатели корнеобеспеченности 
и меньший корневой индекс по сравнению с 
сортом Добрыня. Исключения: линия L1949, у 
проростков которой значение корневого индекса 
соответствовало значению сорта-реципиента 
и линия L1946/1, корневой индекс проростков 
которой превышал значение аналогичного по-
казателя родительской формы. 

Менее выраженное ингибирующее влияние 
сульфатного засоления на рост первых листьев 
было отмечено у проростков линий L1882/2, 
L1837/1, L2021/4 и L2021/2, длина первого ли-
ста которых составила 14–15% от контрольных 
значений. Минимальное ингибирующее воз-
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Рис. 2. Длина первого листа проростков сорта Добрыня и интрогрессивных линий T. aestivum L. 
Fig. 2. The fi rst leaf length of seedlings of the variety Dobrynya and introgressive lines T. aestivum L.
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действие оба типа засоления оказали на рост 
первого листа проростков линии L2308/5 (19% 
от контроля). Отметим, что по корнеобеспечен-
ности и корневому индексу растения этих ли-
ний уступали родительскому сорту или имели 
значение корневого индекса близкое к нему 
(L1882/2 и L2021/4). 

Проростки линии L2028/3, содержащей 
замещение 5D(5X), превосходили Добрыню 
по значениям корневого индекса и корнео-
беспеченности, а также и по устойчивости 
к негативному влиянию сульфата натрия на 
рост первого листа имели близкие результаты 
к родительскому сорту.

В условиях сульфатного и хлоридного за-
соления наименьшее негативное воздействие 
на рост первого листа характерно проросткам 
линий L2308/5, L1882/2, L2021/4, L2021/2 и 
L1777/1, тогда как наибольшее негативное вли-
яние солей на рост первого листа выявлено у 
проростков линии L1881/1. 

Заключение 
Таким образом, анализируя все полученные 

в ходе эксперимента данные, можно заключить, 
что наибольший негативный эффект засо-
ления был отмечен у растений линии L1721/2 
(6A(6Udel); T4BS/T4BL-1D). Возможно, изменения 
генома такого характера снижает степень соле-
устойчивости мягкой пшеницы.

Среди изученных интрогрессивных линий 
мягкой пшеницы наибольшую устойчивость к 
действию хлорида натрия проявили растения 
линий L1946/1 (6A(6U); T4BS/T4BL-1D; 3AL with 
terminal C-band), L1882/2 (monosomic addition 
2/4/7X), L2021/4 (5D(5X)6D(6X); terminal transl. 
3DL) и L2021/2 (5D(5X)6A(6X)).

Устойчивость в условиях сульфатного 
засоления показали растения линий L1882/2 
(monosomic addition 2/4/7X) и L2028/3 (5D(5X)). 
При этом линия L2028/3 (5D(5X)) незначительно 
уступала сорту Добрыня по росту первого ли-
ста в условиях хлоридного засоления, а линия 
L2021/4 – по показателю корнеобеспеченности 
в условиях сульфатного (5D(5X)6D(6X); terminal 
transl. 3DL). Такие результаты позволяют сделать 
вывод о положительном влиянии или отсутствии 
отрицательного влияния указанных изменений 
генома на солеустойчивость мягкой пшеницы. 
Следовательно, линии L1946/1, L1882/2, L2021/4, 
L2021/2, L2028/3 являются перспективными для 
дальнейшей работы и выведения новых сортов 
мягкой яровой пшеницы, обладающих высокой 
солеустойчивостью.
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Аннотация. Вопрос очистки вод центрального водоснабжения, а также сточных вод от избыточного содержания тяжёлых металлов 
остаётся актуальным и в настоящее время. Присутствие тяжёлых металлов даже в следовых количествах, оказывает отрицательное 
воздействие не только на окружающую среду, но и на все системы органов человека. На данный момент к числу приоритетных поллю-
тантов, поступающих в организм человека с питьевой водой, относятся железо и марганец. Были проведены исследования по изуче-
нию биологических и функциональных свойств у выделенных из высокомагнитной почвы микроорганизмов, продемонстрировавших 
ранее высокую устойчивость к марганцу (II). Микробные штаммы с максимальной резистентностью к Mn (II) идентифицированы как: 
Bacillus simplex 55.2, B. simplex 13.2 и Listeria murrayi 13.4. Исследована динамика роста B. simplex 55.2 и B. megaterium 69.5 в условиях перио-
дического культивирования в жидкой среде, содержащей 2 ммоль/л Mn (II). Показано, что через 7 сут. культивирования вес биомассы 
B. megaterium 69.5 увеличился в 5,5 раза, B. simplex 55.2 – в 3,7 раза относительно значений через 1 сут. культивирования, оптическая 
плотность культуральной среды B. megaterium 69.5 увеличилась в 4 раза, B. simplex 55.2 – в 2 раза по сравнению с исходной посевной 
дозой. Удельная скорость роста B. megaterium 69.5 через 7 сут. культивирования была выше, чем у B. simplex 55.2 примерно в 2 раза, а 
степень удаления Mn (II) из водной среды была меньше. B. simplex 55.2. снижал содержание Mn (II) на 66 %, B. megaterium 69.5 – на 50%. 
Установлено, что B. megaterium 69.5, B. simplex 55.2, B. simplex 13.2 и L. murrayi 13.4 способны расти в условиях повышенной щёлочности и 
минерализации среды (рН 7–10; 10% NaCl). Учитывая, что данные микроорганизмы способны удалять высокие концентрации Mn (II) 
из водной среды, они представляют перспективу для использования их в биотехнологии очистки воды.
Ключевые слова: ионы марганца (II), марганецокисляющие микроорганизмы, устойчивость, периодическое культивирование, при-
рост биомассы
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Abstract. The issue of water treatment of the central water supply, as well as wastewater, from excessive content of heavy metals (HMs) remains 
relevant at the present time. The presence of heavy metals, even in trace amounts, has a negative impact not only on the environment, but also 
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on all human organic  systems. At the moment, iron and manganese are among the main pollutants entering the human body via drinking water. 
Studies were carried out on the biological and functional properties of microorganisms isolated from highly magnetic soil, which previously 
demonstrated high resistance to manganese (II). Microbial strains with maximum resistance to Mn (II) were identifi ed as: Bacillus simplex 55.2, 
B. simplex 13.2 and Listeria murrayi 13.4. The growth dynamics of B. simplex 55.2 and B. megaterium 69.5 was studied under conditions of periodic 
cultivation in a liquid medium containing 2 mmol/L Mn (II). It was shown that after 7 day’s cultivation, the weight of the biomass of B. megaterium 
69.5 increased by 5.5 times, B. simplex 55.2 increased by 3.7 times relative to the values after 1 day cultivation, the optical density of the culture 
medium B. megaterium 69.5 increased 4 times, B. simplex 55.2 increased 2 times compared with the initial sowing dose. The specifi c growth rate 
of B. megaterium 69.5 after 7 days cultivation was higher than that of B. simplex 55.2 by about 2 times, and the degree of removal of Mn (II) from 
the aquatic environment was less. B. simplex 55.2 reduced the content of Mn (II) by 66%, B. megaterium 69.5 reduced by 50%. It was established 
that B. megaterium 69.5, B. simplex 55.2, B. simplex 13.2 and L. murrayi 13.4 are able to grow in conditions of high alkalinity and mineralization of 
the medium (pH 7–10; 10% NaCl). Taking into account that these microorganisms are able to remove high concentrations of Mn (II) from the 
aquatic environment, they are promising for their use in water treatment biotechnology..
Keywords: manganese (II) ions, manganese-oxidizing microorganisms, resistance, periodic cultivation, biomass growth
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Введение
Отличительными особенностями современ-

ного мира являются: интенсификация техно-
генеза; включение в биогеохимические циклы 
потоков токсичных элементов в концентрациях, 
не характерных для среды обитания человека, 
значительно превышающих допустимые уровни; 
деградация компонентов окружающей среды 
(атмосферы, гидросферы, литосферы, биосферы) 
[1]. Многие водные объекты урбанизированных 
территорий, особенно расположенные вблизи 
промышленных предприятий, постоянно под-
вергаются сильной техногенной нагрузке, в том 
числе загрязнению тяжёлыми металлами (ТМ) 
[2–4]. Во многих городах отмечено ухудшение 
качества подземных вод, используемых для пи-
тьевого водоснабжения. Экологические послед-
ствия загрязнения вод питьевого назначения ТМ 
разнообразны [5, 6]. Ущерб здоровью населения 
от потребления недоброкачественной питьевой 
воды соразмерен с потерями от стихийных бед-
ствий, голода и других глобальных факторов 
[7, 8]. Наибольшие опасения связаны с влиянием 
ТМ на состояние здоровья детей, как наиболее 
чувствительную субпопуляцию людей [9]. На-
селение Саратовской области в 80% случаев 
использует воду из малых рек для хозяйственно-
бытовых целей, не прошедшую очистку или при 
наличии частичной очистки [10].

К числу приоритетных поллютантов, по-
ступающих в организм человека с питьевой 
водой, относятся железо и марганец [11]. В Са-
ратовской области превышение ПДК марганца 
наблюдалось в реках Хопёр, Большой Узень, 
Карай, Большой Иргиз, Карабулак, в воде для 
водоснабжения г. Вольска [10]. При экзогенном 
поступлении избытка марганца в организм чело-
века с питьевой водой наблюдается общерезорб-

тивное и специфическое повреждающее действие 
марганца на желудочно-кишечный тракт, почки, 
ЦНС, кровяную, костную и иммунную системы, 
снижается активность антиоксидантной систе-
мы и обменных процессов [8]. При постоянном 
употреблении воды с повышенным содержанием 
марганца происходит снижение абсорбции и 
метаболизма железа, что ведёт к развитию же-
лезодефицитного состояния. При избыточном 
поступлении марганца в условиях производства 
развиваются манганозы с возможным синдромом 
паркинсонизма, психическими нарушениями, 
астено-вегетативным синдромом с угнетением 
функции гонад [12]. 

Для извлечения марганца из техногенных 
вод применяют следующие методы: ионную 
флотацию, катионирование, сорбцию, экс-
тракцию, аэрацию, окисление [13]. Поскольку 
марганец относится к токсичным ТМ, и со-
гласно СанПиН 2.1.3684-21 его содержание в 
питьевой воде не должно превышать 0,1 мг/л, 
поэтому удаление марганца из природной воды 
(деманганация) является важной и наиболее рас-
пространённой операцией водоподготовки [14]. 
При этом используются следующие способы: 
увеличение окислительно-восстановительного 
потенциала среды путём применения сильных 
окислителей без корректирования значения рН 
воды; повышение рН воды при недостаточном 
окислительно-восстановительном потенциале 
в случае использования слабых окислителей; 
совместное применение более сильного окисли-
теля и повышение рН среды [15]. Современной 
альтернативой физико-химическим способам 
очистки воды от ТМ являются более доступные и 
инновационные биологические методы с исполь-
зованием микроорганизмов [16–18], в том числе 
для удаления из воды избытка марганца [19].
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Железо и марганец присутствуют в при-
родных водах в форме минеральных или орга-
нических соединений гуминовых или некоторых 
жирных кислот. Железо- и марганоорганиче-
ские комплексы создают условия для развития 
маргано- и ферробактерий [20]. Такие микро-
организмы способны ферментативно окислять 
двухвалентные соединения марганца и другие 
металлы, а также осаждать оксиды элементов 
на поверхности собственной клетки. Данные 
свойства обнаружены у многих микроорганиз-
мов родов Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, а 
также актинобактерий – типичных обитателей не 
только водоёмов, но и почв [21–24]. Показано, что 
микроорганизмы окисляют Mn (II) с помощью 
медь-зависимых оксидаз, которые были найдены 
у пресноводных грамотрицательных бактерий 
Pseudomonas putida, Leptothrix discophora и мор-
ской грамположительной бактерии Bacillus sp. 
SG-1 [25]. Скорость микробиологической транс-
формации растворимого Mn (II) в нерастворимую 
форму Mn (IV) на несколько порядков выше 
скорости абиотического окисления марганца в 
природных водах [21, 23, 26]. Поэтому исполь-
зование микроорганизмов для деманганации 
воды представляется перспективной биотехно-
логией, направленной на снижение избыточного 
содержания марганца в водных экосистемах, в 
очищаемых сточных водах и в питьевой воде [27]. 
Совершенствование биотехнологий микробной 
очистки от ионов марганца связано с получением 
высокоактивных штаммов, изучением и отра-
боткой условий их наиболее эффективного ис-
пользования. В связи с этим выявление подобных 
микробных штаммов, исследование их свойств, 
позволяющих применять микроорганизмы в 
биотехнологиях очистки воды от повышенного 
содержания марганца, является актуальным.

Целью настоящей работы было изучение 
биологических и функциональных свойств 
микроорганизмов, способных к росту в среде, 
содержащей широкий диапазон концентраций 
Mn (II). 

Материалы и методы
В качестве объектов исследования исполь-

зовалось 11 микроорганизмов, изолированных 
ранее из высокомагнитной почвы г. Медногорска 
(Оренбургская область, Россия) [28]. Почвенные 
пробы, из которых изолировали микроорганиз-
мы, характеризовались значительной степенью 
антропогенной нагрузки и чрезвычайно высо-
ким уровнем магнитной восприимчивости, что 

свидетельствовало о повышенном содержании 
в почве магнитных минералов, в первую оче-
редь, минералов группы железа [29]. Среди объ-
ектов наших исследований было два штамма 
железоокисляющих микроорганизмов: Bacillus 
megaterium 69.3 и B. megaterium 69.5, идентифи-
цированных ранее по совокупности изученных 
культурально-морфологических, физиолого-био-
химических признаков и результатов молеку-
лярного типирования [30]. Последовательности 
16S рРНК B. megaterium 69.3 и B. megaterium 69.5 
были зарегистрированы в GenBank NCBI под но-
мерами MK764545 и MK764687 соответственно. 
Также изучали девять изолятов, выделенных с 
использованием селективной среды следующего 
состава, г/л: MnSO4×5H2O – 4,72; (NH4)2SO4 – 0,5; 
NaNO3 – 0,5; K2HPO4 – 0,5; MgSO4×7H2О – 0,5; 
лимонная кислота – 10,0; сахароза – 2,0; пептон 
– 1,0; pH 7,0 [31].

Морфолого-культуральные и физиолого-
биохимические признаки микроорганизмов 
исследовали по стандартным методикам [32]. 
Идентификацию микроорганизмов проводили 
по результатам изучения совокупности морфоло-
го-культуральных и физиолого-биохимических 
признаков согласно определителю бактерий 
Берджи [33]. 

В опытах по изучению влияния рН сред для 
культивирования (в диапазоне рН от 5,0 до 10,0) 
на рост бактерий применяли жидкую питатель-
ную среду (МПБ) с использованием TRIS буфера 
(рН 9,0) и буферного раствора на основе карбона-
та натрия с соляной кислотой (рН 10,0) [34]. При 
изучении способности микроорганизмов расти в 
среде с повышенной степенью минерализации их 
выращивали в МПБ с различным содержанием 
NaCl: 2, 5, 7, 10 и 15%.

Для определения показателей роста микро-
организмов в условиях периодического куль-
тивирования их выращивали в 50 мл жидкой 
селективной среды, содержащей Mn (II) в кон-
центрации 2 ммоль/л в 0,25-л колбах Эрленмей-
ера в настольном шейкере-инкубаторе PSU-10i 
(BioSan, Латвия) при 160 об/мин и температуре 
22–24°С в течение 7 сут. В качестве посевного ма-
териала использовали смыв суточной культуры 
микроорганизмов с агаризованной селективной 
среды стерильным физиологическим раствором. 
Оптическая плотность исходной посевной дозы 
составляла 1,0 ед. при длине волны 440 нм. В 
качестве контроля использовали селективную 
среду без микроорганизмов. Каждый вариант 
изучали в трёх повторностях.
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Показатели роста микроорганизмов опреде-
ляли через 1, 3 и 7 сут. культивирования двумя 
методами (прямым (1) и косвенным (2)): 1) весо-
вой метод – оценка прироста биомассы по сырому 
весу (г/л); 2) анализ абсолютного прироста био-
массы путём измерения оптической плотности 
культуральной жидкости. 

Весовой метод включал следующие про-
цедуры: 1) предварительное взвешивание 
центрифужных пробирок; 2) отделение клеток 
микроорганизмов от культуральной жидкости 
центрифугированием. Для этого центрифугиро-
вали 1 мл культуральной жидкости в пробирках 
(5 шт.) на центрифуге MiniSpin plus (Eppendorf, 
Россия) в течение 5–7 мин при 10 тыс. об/мин. 
После центрифугирования супернатант осто-
рожно сливали; 3) определение веса биомассы. 
Взвешивали центрифужные пробирки с осадком 
клеток микроорганизмов. Вес сырой биомассы 
определяли по формуле:

,

где М – вес сырой биомассы, г/л; А – вес цен-
трифужной пробирки с осадком, г; В – вес цен-
трифужной пробирки без осадка, г; V – объём 
культуральной жидкости, взятый для центри-
фугирования, мл.

Также нами был использован косвенный 
метод оценки биомассы – фотометрический 
метод измерения мутности бактериальной су-
спензии, основанный на её способности погло-
щать свет пропорционально количеству нахо-
дящихся в среде микроорганизмов. Измерение 
оптической плотности культуральной жидкости 
осуществляли при λ = 440 нм на фотоколори-
метре КФК-2 в кювете с длиной оптического 
пути 1,0 см. Абсолютный прирост биомассы 
выражали в единицах оптической плотности 
суспензии клеток микроорганизмов [35].

Удельные скорости роста бактериальных 
культур (μ) рассчитывали по данным концен-
трации биомассы по формуле:

01

10 lnln
TT

XX ,

где X1 и X2 – значения биомассы, соответствую-
щие времени роста Т0 и Т1.

Для измерения массовой концентрации об-
щего марганца в культуральной среде использо-
вали метод с использованием окисления до пер-
манганат-ионов согласно ГОСТ 4974-2014 [36]. 
Сущность метода заключается в каталитическом 

окислении соединений марганца персульфатом 
калия до перманганат-ионов с последующим из-
мерением оптической плотности раствора и рас-
чётом массовой концентрации марганца в среде. 
Для регистрации данных определяли массовую 
концентрацию марганца, используя предвари-
тельно построенный градуировочный график. 

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 2007. Корреляционный анализ 
осуществляли с использованием программы 
STATISTICA 7 (TIBCO Software Inc. 2017, Statsoft 
Russia).

Результаты и их обсуждение
В ходе ранее проведённых скрининговых ис-

следований было установлено, что 9 из 11 иссле-
дованных микроорганизмов, изолированных из 
микробоценозов высокомагнитных почв города 
Медногорска, приоритетными загрязнителями 
которого являются промышленные выбросы с 
ТМ, проявили высокую устойчивость к ионам 
марганца (II) [37].

Были выявлены два микроорганизма с 
максимальной устойчивостью: изолят 55.2 и 
B. megaterium 69.5, максимально-толерантная 
концентрация (МТК) Mn (II) для них составила 
300,0 и 350,0 ммоль/л, минимально-ингибирую-
щая концентрация (МИК) – 350,0 и 450,0 ммоль/л 
соответственно. Чуть ниже были данные по-
казатели у двух других изолятов: 13.2 и 13.4. 
МТК Mn (II) для них составила 200,0, а МИК – 
250,0 ммоль/л. Была продемонстрирована высо-
кая резистентность микроорганизмов: изолята 
55.2 и B. megaterium 69.5 к диапазону концен-
траций Mn (II) от 0,5 до 250,0 ммоль/л при их 
культивировании в питательной и селективной 
жидкой среде. Максимальный рост обоих штам-
мов наблюдался при концентрации марганца (II) 
в среде культивирования 10 ммоль/л [37].

У микроорганизмов, отобранных по ре-
зультатам скрининговых исследований, были 
изучены культурально-морфологические и 
физиолого-биохимические признаки (табл. 1). 
В табл. 1 для сравнения приведена характери-
стика микробного штамма B. megaterium 69.5, 
идентифицированного ранее [30], который 
окислял железо и обладал высокой устойчиво-
стью к Mn (II). 

М. А. Касаткина и др. Изучение биологических и функциональных свойств микроорганизмов 



Научный отдел322

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2023. Т. 23, вып. 3

Изучение микробных изолятов 55.2 и 13.2 
показало, что они представлены грамположи-
тельными прямыми палочками, расположен-
ными одиночно, обладают подвижностью, 
способны образовывать споры. Эндоспоры сфе-
рические, лежат терминально в раздутом споран-
гии. Данные микроорганизмы факультативные 

анаэробы. Наблюдается хороший рост на МПА 
через сутки культивирования при 28°С. Коло-
нии на МПА мелкие, округлой формы, гладкие, 
блестящие, белого цвета, гомогенные, с ровны-
ми краями, слизистой консистенции; диаметр 
колоний – 1,0–4,0 мм. На МПБ при инкубации в 
течение 24–48 ч без встряхивания наблюдается 

Таблица 1 / Table 1
Морфологические и физиолого-биохимические признаки микроорганизмов
Morphological and physiological and biochemical features of the microorganisms

Тест / Test
Штаммы / Strains

69.5 55.2 13.2 13.4

Окраска по Граму / Gram stain + + + +

Морфология клеток / Cell morphology Бациллы / Bacilli Палочки / Coli

Пигментация / Pigmentation – – – –

Подвижность / Motility + + + +

Рост в анаэробных условиях / Growth under anaerobic 
conditions + + + +–

Каталазная активность / Catalase activity + + + +

Тест Фогес – Проскауэра / Vogues – Proskauer test – – – –

Гидролиз / Hydrolysis
Желатин / Gelatin + + + +

Крахмал / Starch + + + +

Образование кислоты из: /
Formation of acid from:

Глюкоза / Glucose + + + +

Сахароза / Sucrose + + + +

Арабиноза / Arabinose + +- – +

Ксилоза / Xylose + – + –

Лактоза / Lactose + + – +

Мальтоза / Maltose + + + +

Сорбит / Sorbitol + + – +

Маннит / Mannitol + +– +– +–

Редукция нитратов / Reduction of nitrates - – – –

Использование цитрата / Use of citrate - – – –

Рост при: / Growth at: 

10 °С  – – – –

42 °С – – – –

2% NaCl + + + +

5% NaCl + + + +

7% NaCl + + + +

10% NaCl + + + +

15% NaCl – – – –

pH 5 – – – –

pH 9 + + + +

pH 10 + + + +

Образование из пептона / 
Formation of from peptone

Аммиак / Ammonia – – – –

Н2S + – – –

Примечание. «–» – отсутствие роста; «+–» – слабый рост; «+» – заметный рост.
Note. “–” – no growth; “+-” – small growth; “+” – good growth.
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образование плёнки на поверхности среды. Тем-
пературный оптимум 20–30° С. Не растут при 
42 и 10° С. Наблюдается гибель при pH 5, при 
значениях pH 9 и 10 рост сохраняется (табл. 1 и 
2). Не используют цитрат на среде Симмонса, не 
образуют аммиак и Н2S, не продуцируют нитра-
тредуктазу. Оксидазоотрицательные. 

Каталазоположительны. Способны гидро-
лизовать крахмал, желатин. Есть способность к 
окислению глюкозы, лактозы, сахарозы, фрук-
тозы, арабинозы, мальтозы; маннит и ксилозу 
окисляют слабо. Реакция Фогес – Проскауэра 
отрицательная.

По результатам изучения изолята 13.4 было 
установлено, что он представлен грамположи-
тельными палочками, расположенными оди-
ночно или в виде коротких цепочек (3–5 клеток), 
подвижный. Данный микроорганизм является 
факультативным анаэробом. Колонии на МПА 
мелкие, беловатые с перламутровым оттенком, 
плоские, гладкие, блестящие, с ровными кра-
ями, с однородной слизистой консистенцией; 
диаметр колоний – 1–2 мм. При инкубации в 
течение 24–48 ч в МПБ без встряхивания при 
28 °С наблюдается значительный рост, плёнка на 

поверхности среды не образуется. Не растёт при 
42 и 10 °С. При pH 5 происходит гибель микро-
организма, при значениях pH 9 и 10 рост сохра-
няется (см. табл. 1 и 2). Не использует цитрат на 
среде Симмонса, не продуцирует аммиак и Н2S, 
не образует нитратредуктазу. Оксидазоотрица-
тельный. Каталазоположительный. Способен 
гидролизовать крахмал, желатин. Есть способ-
ность к окислению глюкозы, лактозы, сахарозы, 
фруктозы, арабинозы, мальтозы; маннит и ксило-
зу окисляют слабо. Реакция Фогес – Проскауэра 
отрицательная.

На основании проведённых исследований 
по результатам сравнительного анализа культу-
рально-морфологических и физиолого-биохими-
ческих признаков в соответствии с критериями 
дифференциации бактерий, предложенными в 
9-м издании руководства «Определитель бакте-
рий Берджи» (1997), были идентифицированы 
нами как Bacillus simplex 55.2, B. simplex 13.2 и 
Listeria murrayi 13.4. 

У отобранных нами четырёх микробных 
штаммов наблюдался активный рост в среде с со-
держанием NaCl до 10%. При концентрации NaCl, 
равной 15%, рост не обнаруживался (см. табл. 2). 

Таблица 2 / Table 2
Ростовые и ферментативные свойства микроорганизмов

Growth and enzymatic properties of microorganisms

Микроорганизм /
Microorganism

Рост в условиях / Growth in conditions Активность / Activity

pH
содержание NaCl, 

% по объёму /
NaCl content, % by volume

гемолитическая /
hemolytic

липазная /
lipase

лецитиназная /
lecithinase

5 9 10 2 5 7 10 15

Bacillus megaterium 69.5 – + + + + + + – – – –

Bacillus simplex 13.2 – + + + + + + – – – –

Bacillus simplex 55.2 – + + + + + + – – – –

Listeria murrayi 13.4 – + + + + + + – – – –

Примечание. «–» – отсутствие роста; «+» – заметный рост.
Note. “–” – no growth; “+” – good growth.

Согласно Федеральному закону «О санитар-
но-эпидемиологическом благополучии населе-
ния» микроорганизмы, обладающие патогенно-
стью, токсичностью или полирезистентностью к 
антибиотикам, не могут быть включены в состав 
биоремедиационных препаратов, так как несут 
угрозу здоровью человека и животных. Учитывая 
возможность использования изучаемых нами 
микроорганизмов в биотехнологических процес-
сах деманганации воды, была изучена гемоли-
тическая и лецитиназная активность бактерий, 

которая может свидетельствовать о наличии 
факторов патогенности у микроорганизмов.

Гемолитическую активность у микроорга-
низмов определяли методом высева на кровяной 
агар и последующей инкубацией в термостате в 
течение 24–48 ч. В результате не было обнаруже-
но зон гемолиза вокруг образовавшихся колоний 
(см. табл. 2). Также был произведён посев данных 
штаммов на желточно-соляной агар, результат 
теста оказался отрицательным, липазная и ле-
цитиназная активность у изученных микробных 
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штаммов отсутствовала. Проведённые тесты 
косвенно свидетельствуют об отсутствии пато-
генности у изучаемых нами микроорганизмов.

Результаты оценки роста микроорганизмов 
B. simplex 55.2 и B. megaterium 69.5 в условиях 
периодического культивирования в жидкой се-
лективной среде с 2 ммоль/л Mn (II) представле-

ны на рис. 1 и 2. Данная концентрация марганца, 
как было показано ранее [37], не ингибировала 
рост B. megaterium 69.5 и B. simplex 55.2, МТК и 
МИК для этих микроорганизмов были намного 
выше. Учитывая, что ПДК ионов марганца в 
питьевой воде – 0,1 мг/л, данная концентрация 
соответствовала 1000ПДК. 
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Рис. 1. Прирост биомассы по сырому весу у B. simplex 55.2 и B. megaterium 69.5, 
культивируемых в селективной среде c 2 ммоль/л Mn (II)

Fig. 1. Biomass growth by wet weight in strain B. simplex 55.2 and B. megaterium 
cultivated in a selective medium containing 2 mmol/L Mn (II)

Рис. 2. Абсолютный прирост биомассы у B. simplex 55.2 и B. megaterium 69.5, культи-
вируемых в селективной среде c 2 ммоль/л Mn (II)

Fig. 2. Absolute increase in biomass in strain B. simplex 55.2 and B. megaterium 69.5 cul-
tivated in a selective medium containing 2 mmol/L Mn (II)

Согласно весовому методу B. simplex 55.2 
продемонстрировал хороший рост в селектив-
ной среде, содержащей 2 ммоль/л Mn (II) (см. 
рис. 1). Вес сырой биомассы через сутки куль-

тивирования составил 1,6 г/л. Через трое суток 
культивирования в жидкой селективной среде с 
Mn (II) вес биомассы B. simplex 55.2 увеличил-
ся в 2,4 раза по сравнению с первыми сутками 
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культивирования в таких же условиях. Через 
7 сут. культивирования прирост биомассы про-
должался, вес биомассы у данного штамма по 
сравнению с первыми сутками культивирования 
увеличился в 3,7 раза и составил 6,1 г/л.

Согласно весовому методу B. megaterium 
69.5 вес сырой биомассы через сутки культи-
вирования составил 4,88 г/л, что было в 3 раза 
выше, чем вес сырой биомассы у штамма 55.2 (см. 
рис. 1). Через 3 сут. культивирования в жидкой 
селективной среде с ионами марганца вес био-
массы штамма B. megaterium 69.5 увеличился 
в 3,9 раза по сравнению с первыми сутками 
культивирования в таких же условиях. Через 
7 сут. культивирования прирост биомассы про-
должался, вес биомассы у данного штамма по 
сравнению с первыми сутками культивирования 
увеличился в 5,5 раза и составил 26,8 г/л.

Результаты определения абсолютного при-
роста биомассы фотометрическим методом 
несколько отличались от результатов весового 
метода. Хотя тенденция роста B. simplex 55.2 в 
течение 7 сут. сохранялась, но увеличение аб-
солютного прироста биомассы было не таким 
выраженным. Изменение оптической плотности 
через сутки культивирования B. simplex 55.2 про-
изошло незначительно – на 18% относительно 
исходной посевной дозы, которая была равна 
1 ед. (см. рис. 2). Через трое сут. культивирования 
оптическая плотность культуральной среды из-
менилась в 1,55 раза. Через 7 сут. роста микро-
организма оптическая плотность культуральной 
среды увеличилась примерно в 2 раза по сравне-
нию с исходной посевной дозой. 

Результаты определения абсолютного 
прироста биомассы B. megaterium 69.5 фотоме-
трическим методом несколько отличались от 
результатов весового метода, как и у B. simplex 
55.2. Тенденция активного роста B. megaterium 
69.5 в течение 7 сут. сохранялась, но увеличение 
абсолютного прироста биомассы было не таким 
выраженным. Оптическая плотность через сутки 
культивирования B. megaterium 69.5 увеличилась 

в 1,57 раза относительно исходной посевной 
дозы (см. рис. 2). Через 3 сут. культивирования 
оптическая плотность культуральной среды 
увеличилась в 2,55 раза. Через 7 сут. роста микро-
организма оптическая плотность культуральной 
среды возросла в 4 раза по сравнению с исходной 
посевной дозой.

При сравнении роста B. simplex 55.2 и 
B. megaterium 69.5 через 7 сут. культивирования 
видно, что прирост биомассы по сырому весу у 
штамма B. megaterium 69.5 был в 4,4 раза выше, 
чем данный показатель у B. simplex 55.2.

Известно, что распространённым механиз-
мом адаптации к воздействию ТМ у микроорга-
низмов является сорбция соединений металлов, 
в том числе марганца, на клеточной стенке бак-
терий, мембране или капсуле. Многие микроор-
ганизмы, такие как представители родов Bacillus, 
Lactococcus, Pseudomonas, способны поглощать 
ионы ТМ внутриклеточно. Так, исследования, 
проведённые на микробном штамме Bacillus 
thuringiensis DM55 в присутствии 0,25 ммоль 
кадмия, показали, что наибольшее количество 
кадмия аккумулируется биомассой в период с 
начала культивирования и до ранней фазы экс-
поненциального роста [38]. Полученные нами 
данные, продемонстрировавшие, что прирост 
биомассы у исследованных микроорганизмов по 
весу значительно превосходит прирост актив-
ной части биомассы, определённый с помощью 
фотометрического метода, возможно, связан с 
сорбцией ионов марганца микробными клетками, 
что увеличило их вес. 

После оценки прироста биомассы микроор-
ганизмов по весовому и фотометрическому ме-
тодам, нами была рассчитана удельная скорость 
роста μ (табл. 3). Скорость роста микроорганиз-
мов зависит от многих факторов таких, как ус-
ловия, в которых происходило культивирование 
микроорганизмов, физиологические особенности 
исследуемых штаммов, природа утилизируемого 
субстрата и его соответствующая концентрация 
в среде культивирования [18, 39].

Таблица 3 / Table 3
Удельные скорости роста исследованных микроорганизмов

Specifi c growth rates of the studied microorganisms

Микроорганизм /
Microorganism

Скорость роста, усл. ед./ч, по результатам метода /
Specifi c growth rate, CU h-1 based on the method

Весового / Weight method Фотометрического / Photometric method

3 сут. / 3 days 7 сут. / 7 days 3 сут. / 3 days 7 сут. / 7 days

B. simplex 55.2 0,0219 0,0110 0,0066 0,0043

B. megaterium 69.5 0,0467 0,0196 0,0148 0,0082
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Стоит отметить, что удельная скорость ро-
ста у B. megaterium 69.5 значительно выше, чем 
у B. simplex 55.2. Данная закономерность про-
слеживается при использовании как весового, 
так и фотометрического метода. При весовом 
методе оценивания удельная скорость роста 
B. megaterium 69.5 примерно в 2 раза выше через 
трое сут. культивирования, чем у B. simplex 55.2. 
По данным фотометрического метода видно, что 
удельная скорость роста B. megaterium 69.5 в 
2,2 раза выше через 3 сут. культивирования, чем 
у B. simplex 55.2. Через 7 сут. культивирования 
удельная скорость роста B. megaterium 69.5 выше, 
чем у B. simplex 55.2 в 1,8 раза (по данным весо-
вого метода) и в 1,9 раза (согласно фотометри-
ческому анализу). При выборе перспективных 

для практического использования микробных 
штаммов величина удельной скорости роста 
имеет большое значение [40]. С этой точки зре-
ния микробный штамм B. megaterium 69.5 имеет 
преимущества перед B. simplex 55.2.

При измерении массовой концентрации 
марганца в среде культивирования было уста-
новлено, что убыль Mn (II) в среде составила 
около 20% через трое сут. культивирования двух 
исследуемых нами микробных штаммов (рис. 3). 
Через неделю культивирования данный показа-
тель существенно увеличился. Убыль металла 
в среде, в которой культивировался B. simplex 
55.2, составила 66% относительно абиотического 
контроля. Убыль Mn (II) при культивировании 
B. megaterium 69.5 составила 50%.

Рис. 3. Убыль марганца (II) при культивировании B. simplex 55.2 и B. mega-
terium 69.5

Fig. 3. The loss of manganese (II) during the cultivation of B. simplex 55.2 and 
B. megaterium
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Была установлена сильная обратная зависи-
мость между убылью марганца (II) и приростом 
биомассы B. simplex 55.2 по сырому весу (коэф-
фициент корреляции Пирсона = −0,9426, при 
p = 0,00004; коэффициент Спирмена = −1,00); 
между убылью марганца и абсолютным при-
ростом биомассы B. simplex 55.2 (коэффициент 
корреляции Пирсона = -0,9633, при p = 0,000008; 
коэффициент Спирмена = −0,9970). У B. megate-
rium 69.5 корреляционные коэффициенты были 
чуть ниже, чем у B. simplex 55.2, но также сви-
детельствовали о сильной обратной зависимости 
между переменными. Между убылью марганца 
(II) и приростом биомассы B. megaterium 69.5 
по сырому весу коэффициент корреляции Пир-

сона = −0,8916, при p = 0,0005; коэффициент 
Спирмена = −0,9970; между убылью марганца 
и абсолютным приростом биомассы B. megate-
rium 69.5 коэффициент корреляции Пирсона =
= −0,9518, при p = 0,00002; коэффициент Спир-
мена = −0,9939. Таким образом, результаты 
корреляционного анализа свидетельствуют, что 
рост исследованных микроорганизмов в среде, 
содержащей ионы марганца в высокой концен-
трации, строго коррелирует с убылью марганца. 

Заключение
Итак, в ходе скрининговых исследований 

была показана высокая устойчивость к ионам 
Mn (II) у 9 из 11 исследованных микробных 
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штаммов, изолированных из микробоценозов 
высокомагнитных почв г. Медногорска. Выяв-
лены два микробных штамма с максимальной 
устойчивостью: 55.2 и B. megaterium 69.5, МТК 
Mn (II) для них составила 300,0 и 350,0 ммоль/л, 
МИК – 350,0 и 450,0 ммоль/л соответственно. 
Была продемонстрирована высокая резистент-
ность микробных штаммов 55.2 и B. megaterium 
69.5 к диапазону концентраций Mn (II): от 0,5 
до 250,0 ммоль/л при их культивировании в 
питательной и селективной жидкой среде. От-
мечено, что максимальный рост обоих штаммов 
наблюдался при концентрации марганца в среде 
культивирования 10 ммоль/л. 

Выделенные из высокомагнитной почвы 
микробные штаммы с установленной макси-
мальной резистентностью к Mn (II) и способно-
стью к удалению Mn (II) из водной среды были 
идентифицированы нами как Bacillus simplex 
55.2, B. simplex 13.2 и Listeria murrayi 13.4. Уста-
новлено, что микробные штаммы B. megaterium 
69.5, B. simplex 55.2, B. simplex 13.2 и L. murrayi 
13.4 способны расти в условиях повышенной 
щёлочности и минерализации среды (рН 7–10; 
10% NaCl). Показано отсутствие гемолитиче-
ской, липазной и лецитиназной активности у 
штаммов, что косвенно свидетельствует о не-
патогенности микроорганизмов.

Изучена динамика роста B. simplex 55.2 и 
B. megaterium 69.5 в условиях периодического 
культивирования в жидкой среде с 2 ммоль/л 
Mn (II). Через 7 сут. культивирования вес био-
массы B. megaterium 69.5 увеличился в 5,5 раза, 
оптическая плотность культуральной среды в 
4 раза по сравнению с показателями через 1 сут., 
что было в несколько раз выше показателей у 
B. simplex 55.2. Оба микроорганизма активно 
росли в данных условиях и снижали содержа-
ние Mn (II) в среде культивирования на 50 и 
66% за 7 сут. 

Таким образом, в результате проведённых 
исследований доказано, что высокомагнитные 
почвы представляют собой источник высоко-
специализированных микроорганизмов, обла-
дающих способностью расти при неблагопри-
ятных условиях окружающей среды (pH 9–10), 
а также в условиях повышенной солёности, и 
являющихся условно экологически безопас-
ными. Учитывая, что данные микроорганиз-
мы способны удалять высокие концентрации 
Mn (II) из водной среды, они представляют 
перспективу для использования их в биотехно-
логии очистки воды. 
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Аннотация. Систематика скорпионов рода Mesobuthus в недавнем прошлом, претерпела ряд существенных корректировок. Изна-
чально на основании особенностей морфологических признаков учёные выделили и описали значительное число подвидов у разных 
видов этого рода. В последнее десятилетие современные учёные на основе результатов генетических и морфологических анализов 
«пересмотрели» видовое разнообразие рода и сформировали новые отдельные видовые комплексы. Так, был выделен видовой ком-
плекс – «Mesobuthus caucasicus», который в 2019 г. был восстановлен Франтишеком Коварджик до рода Olivierus. На текущий момент 
род насчитывает 18 видов, 7 из которых обитают на территории Средней Азии. Ареалы обитания большинства среднеазиатских видов 
рода Olivierus пересекаются с ареалами обитания видов рода Mesobuthus. В частности, на территории республики Казахстан встречается 
вид Olivierus gorelovi, чей ареал обитания совпадает с ареалом обитания вида Mesobuthus thersites. Поскольку видовой статус некоторых 
популяций скорпионов, обитающих на территории республики Казахстан, до сих пор остается неопределённым и слабоизученным, 
авторами предпринята попытка определить филогенетические связи особей из разных популяций, используя данные полученных ре-
зультатов молекулярно-генетического баркодинга. Анализ проводился по трём ядерным и одному митохондриальному фрагментам 
генов у скорпионов, обитающих на территориях Жамбылской, Карагандинской, Атырауской, Туркестанской, Абайской, Алматинской об-
ластей. Полученные результаты свидетельствуют, что скорпионы рода Olivierus обитают на территориях Атырауской, Алматинской, Кара-
гандинской и Туркестанской областей, а скорпионы рода Mesobuthus обитают на территориях Жамбылской, Карагандинской и Абайской 
областей. Данная работа вносит непосредственный вклад в изучение биоразнообразия скорпионофауны Средней Азии.
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Abstract. The taxonomy of scorpions belonging to the genus Mesobuthus has undergone signifi cant revisions in recent times. Initially, based 
on the morphological characteristics, scientists identifi ed and described a considerable number of subspecies within diff erent species of this 
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genus. However, in the last decade, modern researchers have “revised” the species diversity of the genus based on the results of genetic and 
morphological analyses, forming new separate species complexes. As a result, a species complex called “Mesobuthus caucasicus” was identifi ed, 
which was later reassigned to the genus Olivierus by František Kovařík in 2019. Currently, the genus Olivierus comprises 18 species, with 7 of them 
inhabiting the territory of Central Asia. The distribution ranges of most Central Asian species of the genus Olivierus overlap with those of the genus 
Mesobuthus. Specifi cally, in the territory of the Republic of Kazakhstan, the species Olivierus gorelovi occurs, whose distribution range coincides 
with that of Mesobuthus thersites. Due to this overlap, the taxonomic status of some scorpion populations inhabiting the territory of the Republic 
of Kazakhstan remains uncertain and poorly studied. The authors of this study attempted to determine the phylogenetic relationships among 
individuals from diff erent populations using data obtained from molecular genetic barcoding. The analysis was conducted on three nuclear and 
one mitochondrial gene fragments of scorpions inhabiting the regions of Zhambyl, Karaganda, Atyrau, Turkestan, Abay, and Almaty. The obtained 
results indicate that scorpions of the genus Olivierus inhabit the territories of Atyrau, Almaty, Karaganda, and Turkestan regions, while scorpions 
of the genus Mesobuthus inhabit the territories of Zhambyl, Karaganda, and Abay regions. This study makes a direct contribution to the study of 
scorpion fauna biodiversity in Central Asia.
Key words: Mesobuthus, protein kinase, sequencing, Olivierus, scorpion
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Введение
Род Mesobuthus был недавно пересмотрен 

и на данный момент насчитывает 29 видов [1]. 
Центром видового разнообразия скорпионов 
рода Mesobuthus является территория Ирана. 
В Средней Азии обитают всего семь видов из 
этого рода, но эти виды широко распростра-
нены в регионе. В Казахстане массово рас-
пространен вид Mesobuthus thersites. Недавние 
молекулярно-генетические данные авторов 
продемонстрировали, что сборы из Казахстана 
относились исключительно к этому виду, но в 
анализ не были введены последовательности 
фрагментов генов скорпионов рода Olivierus [2]. 
Недавние научные таксономические события, 
а именно восстановление рода Olivierus [3] и 
выделение трёх новых видов из Узбекистана 
и Казахстана этого рода [4], актуализировали 
использование данных молекулярно-гене-
тического анализа по видам данного рода. 
Были привнесены в анализ расшифрованные 
нуклеиновые последовательности предста-
вителей скорпионов рода Olivierus при иссле-
довании результатов баркодинга скорпионов 
рода Mesobuthus. Известно, что в южной части 
Казахстана обитают скорпионы вида Olivierus 
gorelovi, ареал которых совпадает с ареалом 
вида Mesobuthus thersites [1]. В связи с этим 
целью работы было проведение филогенетиче-
ского анализа различных таксонов скорпионов 
по современным образцам (сборам) из различ-
ных мест обитания на территории Казахстана 
(Жамбылской, Карагандинской, Атырауской, 

Туркестанской, Абайской и Алматинской обла-
стях) с определением таксономического статуса 
скорпионов из этих регионов республики. 

Материалы и методы
Сбор скорпионов проводился с июня по ав-

густ 2020–2021 гг. Коллектирование скорпионов 
было произведено на территориях в окрестно-
стях села Шокай (Жамбылская область), посёлка 
Доссор (Атырауская область), города Саптаев, 
города Балхаш (Карагандинская область), 
береговой линии озера Алаколь (Абайская об-
ласть), берега Шардаринского водохранилища 
(Туркестанская область), города Капчагай (ныне 
Конаев) (Алматинская область) (рис. 1).

Выполнение работ по пробоподготовке 
материала, выделение ДНК, амплификация, 
секвенирование и анализ полученных данных 
осуществлялся на базе учебно-молекулярной 
лаборатории биологического факультета и 
кафедре морфологии и экологии животных Са-
ратовского национального исследовательского 
государственного университета им. Н. Г. Чер-
нышевского.

Результаты и их обсуждение 
Для проведения молекулярно-генетических 

исследований был взят митохондриальный ген 
цитохром-ц-оксидазы первый субъединицы 
(COI) [6,7], а также ядерные гены: тиоредок-
син-1 (Trxr1), дефенсин (4kD) и протеинкиназа 
[8]. Для амплификации и секвенирования были 
выбраны специфичные праймеры: 
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Цитохром-ц-оксидаза 1 субъединица: 
5’-GGTCAACAAATCATCATAAAGATATTGG-3’,
5’-CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3’; 
протеинкиназа: 5’-TCTGATGTATGGCAGATGGCAATG-3’, 
5’-CGAACTCAAGATCCACTCCTGTACTCG-3’; 
дефенсин: 5’-GCCATGAAAGCCGTTGCTATTCT-3’
5’-ACGACACAAATACAGGTGA-3’; 
тиоредоксин-1: 5’-TAACTTGACCATTTACCTAGAATGTCAC-3’
5’-CATGTACTGACGCTGGCATTGCC-3’.

Рис. 1. Места сбора скорпионов, обитающих на территории Казахстана. Чёрными точками отмечены места сборов: 
1 – село Шокай (Жамбылская область), 2 – посёлок Доссор (Атырауская область), 3 – окрестности города Саптаев 
(Карагандинская область), 4 – озёра Алаколь (Абайская область), 5 – Балхаш (Карагандинская область), 6 – берег 
Шардаринского водохранилища (Туркестанская область), 7 – окрестности города Капчагай (ныне Конаев) (Алма-

тинская область) [5] 
Fig. 1. Places of collection of scorpions living on the territory of Kazakhstan. Black dots mark collection sites: 1 – Shokai 
village (Zhambyl region), 2 – Dossor village (Atyrau region), 3 – neighborhood of the city of Saptaev (Karaganda region), 
4 – Alakol lakes (Abai region), 5 – Balkhash (Karaganda region), 6 – shore of the Shardara reservoir. (Turkestan region), 

7 – neighborhood of the city of Kapchagay (now Konaev) (Almaty region) [5]

Для нашего исследования ДНК была выде-
лена из заднебрюшья скорпионов, в некоторых 
случаях использовалось переднебрьюшье, но 
без многолопастной печени, так как она токсич-
на и может повлиять на выход чистой ДНК. ДНК 
была выделена с помощью набора DNA mini 
kit (Qiagen, США). Размер ДНК оценивался с 
помощью метода гель-электрофореза. Для окра-
шивания ДНК использовался 6-кратный DNA 
Gel Loading Dye (Thermo Fisher Scientifi c, США). 
Для постановки использовался 1% агарозный 
гель, однократный трис-боратный буфер. На-
пряжение составляло 120 В, для сравнительной 
оценки использовался маркер GenRuler 100bp 
plus. Процедуру проводили в течение 15 мин. 
Для проведения полимеразной цепной реакции 
использовали следующий амплификацион-
ный профиль: 1-й шаг – 1 мин 96°С (1 шаг – 

цикл), 2-й шаг – 20 с 96°С, 3-й шаг – 30 с 64°С, 
4-й шаг – 40 с 72°С (2–4-е шаги – 24 цикла).

В реакцию было добавлено: 6 мкл 10-крат-
ного Tersus-буфера, 1 мкл Tersus-полимеразы, 
0,5 мкл 50-кратной смеси dNTP, 5 п/моль каж-
дого праймера и 50 нг ДНК. Реакция по Сэнгеру, 
очистка ее продуктов и секвенирование прово-
дилось по соответствующим протоколам.

Филогенетическое древо построено с исполь-
зованием модели максимального правдоподобия, 
модель Джукса–Кантора использовалась в каче-
стве модели замещения [9]. Для того чтобы оце-
нить генетическое расхождение между образцами, 
мы применили метод bootstrap с использованием 
2000 репликаций. Для построения дендрограммы 
использовали программный пакет Mega X. Вы-
равнивание расшифрованных нуклеотидных 
последовательностей выполнено вручную.

Н. М. Поверенный, В. В. Аникин. Филогенетический анализ скорпионов рода Mesobuthus 
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Для анализа, кроме наших собственных 
образцов из Казахстана, были введены по-
следовательности из базы данных NCBI. Ис-
пользовались последовательности скорпионов 
Mesobuthus eupeus и Olivierus gorelovi, обита-
ющих на территории Туркменистана, Узбеки-
стана, Казахстана. Кроме того, в анализ были 

введены последовательности, полученные в 
ходе работы авторов по определению видово-
го статуса популяций скорпионов из Нижнего 
Поволжья (Саратовская, Волгоградская, Астра-
ханская области) [2]. Полученные результаты по 
разным генам представлены на кладограммах 
I и II (рис. 2). 

Рис. 2. Дендрограммы, построенные на основе анализа расшифрованных ну-
клеотидных последовательностей фрагментов генов: COI (I), дефенсина, про-
теинкиназы и тиоредоксина (II) скорпионов, обитающих в Нижнем Поволжье 
(Саратовская, Волгоградская, Астраханская области), а также Туркменистана, 

Узбекистана, Казахстана 
Fig. 2. Dendrograms built on the basis of the analysis of the decoded nucleotide se-
quences of gene fragments: COI (I), defensin, protein kinase and thioredoxin (II) of 
scorpions living in the Lower Volga region (Saratov, Volgograd, Astrakhan regions), 

as well as Turkmenistan, Uzbekistan, Kazakhstan
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Первичный анализ фрагментов генов COI 
показал наличие двух кластеров, первый из 
которых включает в себя 2 клады, одна из ко-
торых состоит из сборной группы туркменских, 
узбекских и казахских популяций. Вторая кла-
да включает в себя сиквенсы наших образцов 
из Казахстана (Доссор (Атырауская область), 
Капчагай (ныне Конаев) (Алматинская область)) 
и образцов казахско-узбекских популяций 
Olivierus gorelovi. Второй кластер также пред-
ставлен двумя кладами. Первая состоит в боль-
шинстве из казахских популяций Mesobuthus 
thersites. Вторая клада представлена сиквен-
сами скорпионов Саратовской, Волгоградской 
и Астраханской областей. Внутри клады, но 
отдельной ветвью, обособленно находится об-
разец, собранный в окрестностях села Шокай 
(Жамбылская область).

Вторичный анализ, основанный на срав-
нении комплекса ядерных генов (дефенсин, 
тиоредоксин-1, протеинкиназа), показал на-
личие двух кластеров. Первый кластер состоит 
из представителей скорпионов Атырауской, 
Алматинской, Карагандинской, Туркестанской 
областей. Второй кластер представлен сборной 
группой представителей популяций Жамбыл-
ской, Карагандинской, Абайской областей. 

Заключение
Исходя из полученных данных по пер-

вичному анализу, можно предположить, что 
скорпионы, обитающие на территориях Аты-
рауской и Алматинской области, относятся 
к виду Olivierus gorelovi. Также следует, что 
скорпионы, обитающие на территории села 
Шокай Жамбылской области относятся к роду 
Mesobuthus, а именно, вероятнее всего, являются 
близкородственными к узбекским популяциям 
скорпионов вида Mesobuthus barszczevskii. Близ-
кородственность между этими узбекскими и 
нижневолжскими популяциями была установ-
лена в недавней ревизии рода [1]. Вторичный 
анализ данных по комплексу ядерных генов 
частично подтверждает полученные результаты 
по гену COI, что скорпионы Olivierus gorelovi 
обитают на территориях в окрестностях посёлка 
Доссор (Атырауская область), города Капчагай 
(ныне Конаев) (Алматинская область), города 
Балхаш (Карагандинская область), береговой 
линии Шардаринского водохранилища (Тур-
кестанская область). Скорпионы, обитающие 
на территориях в окрестностях села Шокай 
(Жамбылская область), города Саптаев (Кара-

гандинская область), озера Алаколь (Абайская 
область), относятся к виду Mesobuthus thersites. 
Таким образом, благодаря полученным ре-
зультатам удалось установить таксономиче-
ский статус скорпионов из разных популяций, 
обитающих в схожих ландшафтах и биотопах 
Казахстана, и ответить на вопрос о присутствии 
близкородственных видов скорпионофауны в 
данном регионе.
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Аннотация. Распространенной проблемой агропромышленного комплекса является ущерб от инфекционных заболеваний растений, 
вызываемых наиболее распространенными фитопатогенами родов Alternaria, Helminthosporium, Cladosporium и Fusarium, приводящих 
не только к снижению урожая, но и к ухудшению его качества в результате накопления в зерне опасных для здоровья человека и жи-
вотных продуктов жизнедеятельности грибов – микотоксинов. В качестве альтернативы фунгицидам в последнее время используются 
биологические средства защиты урожая, основанные на применении антагонистов фитопатогенных грибов – непатогенных микро-
организмов. Целью исследования явилась оценка антагонистического потенциала почвенных микроорганизмов рода Herbaspirillum в 
отношении грибов рода Fusarium. Скрининг симбиотических бактерий, проявляющих фунгицидную активность, сохраняет свою акту-
альность, поскольку позволяет выявлять потенциальные инструменты биоконтроля. Представлены результаты оценки биологической 
активности коллекционных штаммов бактерий рода Herbaspirillum по отношению к полевым штаммам мицелиальных грибов рода 
Fusarium. Антигрибную активность исследуемых бактериальных штаммов определяли по размеру зоны ингибирования роста грибного 
мицелия вокруг лунок. Учитывали наличие и интенсивность роста фитопатогенных грибов, бактерий-антагонистов, а также характер 
их взаимодействия. На основании проведенного первичного скрининга охарактеризована биофунгицидная активность гербаспирилл. 
Результаты данной работы могут быть использованы в дальнейшей разработке экологически безопасных, высокопродуктивных и кон-
курентоспособных в адаптивном земледелии биопрепаратов, способных контролировать фузариоз важнейших сельскохозяйственных 
культур и активизировать защитные системы растений.
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Abstract. A common problem of agriculture is damage from infectious plant diseases caused mainly by plant-pathogenic Alternaria, Hel-
minthosporium, Cladosporium, and Fusarium. Fusariosis is a harmful, widespread worldwide disease caused by Fusarium species, which leads 
not only to a decrease in yield but also to a deterioration in its quality as a result of the accumulation of mycotoxin waste products of fungi 
that are hazardous to human and animal health. Biocontrol is an environm entally friendly approach to using microorganisms to control plant 
diseases. The use of antagonists is one of the ways to reduce the harmfulness of phytopathogens. Interest in such organisms has increased in 
recent decades due to the accumulation of negative consequences from the long-term use of chemical protection agents with a lack of organic 
fertilizers. The paper presents the results of assessing the biological activity of collection strains of bacteria of the genus Herbaspirillum with 
fi eld strains of fi lamentous fungi of the genus Fusarium. Based on the primary screening of representatives of diff erent species of Herbaspiril-
lum for antagonism against natural isolates of Fusarium by the method characterizing their bio-fungicidal activity. The results of this work 
can be used in environmentally friendly, highly productive, and competitive biopreparations in adaptive farming, capable of controlling the 
Fusarium of the most important crops and activating plant defence systems.
Keywords: antagonism, Fusarium, Herbaspirillum, phytopathogens, biocontrol
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Введение
Мировое сельское хозяйство несёт огром-

ный ущерб от инфекционных заболеваний 
растений, вызываемых в основном фитопато-
генными грибами и бактериями [1]. Видовой и 
количественный состав микромицетов-возбуди-
телей болезней сельскохозяйственных культур 
не являются постоянными величинами и могут 
меняться. К наиболее распространенным фито-
патогенам этой группы относят представителей 
родов Alternaria, Helminthosporium, Cladosporium 
и Fusarium. Грибы рода Fusarium, являясь пре-
имущественно факультативными паразитами, 
вызывают массовые поражения растений при 
определенных условиях, а также известны 
как «плесени хранения» [2]. Инфицирование 
важнейших сельскохозяйственных культур 
приводит не только к снижению урожая, но и к 
ухудшению его качества в результате накопле-
ния в зерне опасных для здоровья человека и 
животных фузариотоксинов. Согласно данным 
Организации по продовольствию и сельскому 
хозяйству при ООН, более 25% всего произ-
водимого зерна поражено микотоксинами. 
Кроме того, повсеместное распространение 
технологии минимальной обработки почв вле-
чет за собой сохранение, а при благоприятных 
условиях накопление инфекционной нагрузки 
для последующих культур [3].

Залогом обеспечения продовольственной 
безопасности населения является защита уро-
жая от вредоносных организмов. Практика 
мирового земледелия свидетельствует о том, 
что до 25–30% урожая обеспечивают химиче-
ские средства защиты растений. В то же время 
широкое многолетнее применение химических 

фунгицидов сопровождается накоплением не-
благоприятных экологических последствий, а 
также может приводить к появлению не только 
более устойчивых, но и более токсиногенных и 
агрессивных форм фитопатогена [4]. 

В качестве альтернативы фунгицидам в 
последнее время используются биологиче-
ские средства защиты урожая, основанные на 
применении антагонистов фитопатогенных 
грибов – непатогенных микроорганизмов, оби-
тающих в ризосфере, филлосфере или эндофит-
но в растениях, конкурирующих с ними за эко-
логические ниши и пищевые субстраты, а также 
обладающих ценными функциональными 
свойствами для растений-хозяев (plant growth-
promoting bacteria – бактерии, стимулирующие 
рост растений, PGPR) [5]. При успешной кон-
куренции бактерии группы PGPR подавляют 
рост и развитие почвенных фитопатогенов, 
вытесняют их из зоны влияния на растения. Как 
следствие, ограничиваются инфицирование и 
заболеваемость растений, что способствует их 
нормальному росту и развитию. Особый инте-
рес для исследователей представляют бактерии 
родов Gluconacetobacter, Azoarcus, Azospirillum, 
Klebsiella, Serratia, Rhizobium и Herbaspirillum, 
составляющие перспективный биотехноло-
гический ресурс для создания адекватной и 
экологически безопасной альтернативы агро-
химикатам [6]. 

Представители рода Herbaspirillum при 
взаимодействии с растениями увеличивают их 
резистентность и продуктивность, в том числе 
за счет индукции защитных механизмов в от-
ношении различных стрессовых факторов [7]. 
Herbaspirillum spp. обладают высокой колонизи-
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рующей активностью, способны образовывать 
биопленки на поверхности корневой системы 
[8], что составляет конкурентное преимуще-
ство при реализации биоконтроля [9]. Широ-
кое распространение гербаспирилл (в почве, 
воде, на поверхности и во внутренних тканях 
растений), высокая адаптивная способность к 
изменяющимся условиям окружающей среды, 
разнообразие биосинтетических и катаболи-
ческих реакций позволяют рассматривать их 
как в качестве перспективного объекта для 
применения в биотехнологии [10, 11], так и 
в качестве адекватной модели для изучения 
различных аспектов растительно-микробных 
взаимодействий. 

Скрининг симбиотических бактерий, про-
являющих фунгицидную активность, сохраняет 
свою актуальность, поскольку позволяет выяв-
лять потенциальные инструменты биоконтроля. 
В связи с этим целью исследования явилась 
оценка антагонистического потенциала по-
чвенных микроорганизмов рода Herbaspirillum 
в отношении грибов рода Fusarium. 

Материалы и методы
Объекты исследования. В работе исполь-

зовали культуры бактерий Herbaspirillum lusita-
num P6-12Т (IBPPM 515), H. frisingеnse GSF30T 
(IBPPM 626), H. chlorophenolicumТ (IBPPM 627), 
H. seropedicae Z67Т (IBPPM 630), предостав-
ленные коллекцией ризосферных микроорга-
низмов ИБФРМ РАН (http://collection.ibppm.ru), 
которые выращивали в жидкой синтетической 
питательной среде с витаминами [12] при 30°С 
в течение 24 ч, что соответствовало окончанию 
экспоненциальной фазы роста. 

В качестве тест-объектов использовали 
полевые штаммы мицелиальных грибов рода 
Fusarium (табл. 1), любезно предоставленные кол-
лекцией лаборатории микологии и фитопатоло-
гии Всероссийского научно-исследовательского 
института защиты растений, вызывающие кор-
невые гнили пшеницы (http://vizrspb.ru/struktura-
instituta/research/mikologii-i-fi topatologii/). Для 
хранения культур грибов и поддержания их в 
рабочем состоянии использовали агаризованную 
среду Чапека и картофельно-глюкозный агар.

Таблица 1 / Table 1
Фитопатогенные грибы рода Fusarium, использованные в работе 

Origin, source and year of isolation of F. culmorum, F. sporotrichioides, F. oxysporum, 
F. graminearum, F. solanistrains used in the present work

Вид гриба 
Fusarium species

Штамм 
Strain

Место, источник и год выделения 
Origin, source and year of isolation

 F. culmorum 58800 Ленинградская обл. ячмень, зерно, 2015 г. 
Leningradskaya obl., barley, grain, 2015

F. sporotrichioides 262900 Красноярский край, пшеница, зерно, 2018 г.
Krasnoyarskiy kray, wheat, grain, 2018

F. oxysporum 60521 Челябинская обл., ячмень, корень, 2019 г.
Chelyabinskaya obl., barley, root, 2019

F. graminearum 58889 Краснодарский край, пшеница, колос, 2016 г.
Krasnodarskiy kray, heat, ear, 2016

F. solani 60519 Челябинская обл. ячмень, корень, 2019 г.
Chelyabinskaya obl., barley, root, 2019

Фунгицидную активность гербаспирилл 
оценивали методом лунок на среде Чапека [13]. 
В центр чашки Петри с питательной средой 
вносили мицелий гриба (10×10 мм). Стериль-
ным сверлом вырезали из агаровой пластинки 
четыре симметрично расположенных лунки 
диаметром 5 мм, в которые вносили по 50 мкл су-
спензии клеток исследуемых штаммов бактерий 
(109 КОЕ/мл). Контролем служил посев гриба 
без бактерий. Чашки Петри выдерживали в тер-
мостате при 30°С в течение 5 суток. Учитывали 
наличие и интенсивность роста фитопатогенных 

грибов, бактерий-антагонистов, а также характер 
их взаимодействия. Антигрибную активность 
исследуемых бактериальных штаммов опре-
деляли по размеру зоны ингибирования роста 
грибного мицелия вокруг лунок. Взаимоотноше-
ния патогена и антагониста характеризовали по 
классификации Т. В. Пестинской [14]. 

Результаты и их обсуждение
Использование методов определения ан-

тагонистической активности in vitro позволяет 
быстро и эффективно провести скрининговые 
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исследования большого массива бактериальных 
штаммов и грибных тест-культур. К этой группе 
традиционно относят диффузионные методы, в 
том числе используемый в данной работе метод 
лунок, позволяющие визуально наблюдать про-
дукцию бактериями антигрибных метаболитов, 
диффундирующих в толщу агаризованной среды 
и подавляющих рост тест-культур.

Опыты по определению фунгицидной ак-
тивности бактериальных штаммов проводят в 
отношении каждого вида гриба. Однако большое 
количество видов рода Fusarium приводит к не-
которому ограничению выборки тест-культур. 
Как правило, при подобных исследованиях вы-
бирают либо доминирующие в определенном 
регионе виды грибов, либо наиболее агрессивные 
виды или штаммы. В связи с этим в качестве 
тест-культур нами были выбраны полевые 

штаммы разных видов Fusarium, изолированные 
из корней, колоса и зерна пшеницы и ячменя в 
различных регионах.

Как следует из представленных в табл. 2 ре-
зультатов первичного скрининга, все используе-
мые в ходе данной работы штаммы Herbaspirillum 
spp. характеризовались фунгицидной активно-
стью в отношении фузариозных грибов. При этом 
установлена избирательность и специфичность 
антагонистического действия бактерий на гриб-
ные тест-культуры, очевидно, обусловленные 
несколькими механизмами супрессии фитопато-
генов, к которым у бактерий относят активный 
синтез вторичных метаболитов различной хими-
ческой природы, таких как гетероциклические 
конденсированные соединения, циклические 
липопептиды, пептиды, полипептиды, гидроли-
тические ферменты, полисахариды и др.

Таблица 2 / Table 2
Антагонистическая активность штаммов Herbaspirillum spp. 

в отношении фитопатогенных грибов р. Fusarium
The spectrum of antagonistic action of the Herbaspirillum species 

against phytopathogenic Fusarium 

Фитопатоген  
Phytopathogen

Бактерия-антагонист / Bacteria

P6-12T GSF30T Z67Т CPW301Т

F. culmorum 58800 +++ +++ +++ +++

F. sporotrichioides 262900 +++ +++ ++ +

F. oxysporum 60521 + + +/- +/–

F. graminearum 58889 ++ +++ + ++

F. solani 60519 – +/– – +/–

Примечание. Величина зоны подавления фитопатогена: «–» – отсутствует, 
«+» – до 5 мм, «++» – 5–15 мм, «+++» – более 15 мм [14]. 

Note. The size of the phytopathogen suppression zone: “–” absent, “+” up to 5 mm, 
“++” 5–15 mm, “+++” more than 15 mm [14].

Наибольшее восприятие ко всем штаммам 
гербаспирилл было отмечено для F. culmorum 
58800, а наименьшее – для F. solani 60519. 
Следует отметить, что стерильные зоны во-
круг лунок с культурами Herbaspirillum spp. 
при анализе F. solani отсутствовали. Бакте-
риальные культуры H. frisingеnse GSF30T и 
H. chlorophenolicum CPW301Т существенно не 
влияли на линейную скорость роста гриба, но 
оказывали небольшое ингибирующее действие 
на интенсивность его роста, что проявлялось 
в изменениях его морфолого- культуральных 
признаков  по  сравнению  с контрольным 
вариантом грибной культуры без бактерий 
(табл. 3). 

В отношении F. sporotrichioides 262900 была 
показана высокая антифунгальная активность 
для штаммов H. lusitanum P6-12Т и H. frisingense 
GSF30T и чуть менее выраженная – для H. sero-
pedicae Z67Т, в отличие от H. chlorophenolicum 
CPW301Т, который в наименьшей степени инги-
бировал линейный рост данной тест-культуры. 
Наибольшая антагонистическая активность в 
отношении F. graminearum 58889 была отмечена 
для H. frisingеnse GSF30T, которая убывала в ряду 
H. chlorophenolicum CPW301Т, H. lusitanum P6-12Т, 
H. seropedicae Z67Т. F. oxysporum 60521 продемон-
стрировал достаточно высокую устойчивость ко 
всем тестируемым гербаспириллам при незначи-
тельном изменении скорости линейного роста, 
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Таблица 3 / Table 3 
Влияние in vitro некоторых представителей рода Herbaspirillum на морфологические 

и культуральные характеристики F. culmorum 58800, F. sporotrichioides 262900, F. oxysporum 60521, 
F. graminearum 58889, F. solani 60519

In vitro effect of some Herbaspirillum species on the morphological and cultural characteristics 
of F. culmorum 58800, F. sporotrichioides 262900, F. oxysporum 60521, F. graminearum 58889, F. solani 60519

№

Цвет мицелия / Color of mycelium
Структура мицелия /

Mycelium

Наличие мицелия 
в зоне задержки роста /

The presence of mycelium 
in zone of inhibition

Воздушный /
Aerial mycelium

Субстратный 
Substrate mycelium

Контроль / Control

1 белый / white коричнево-оливковый / 
olive-brown пушистый / fl occose aerial +

2 бело-желтый /
 white to yellow желтый / yellow пушистый / fl occose aerial +

3 белый / white бежевый / cream  пушистый / fl occose aerial +

4 белый / white темно-коричневый / 
dark brown гладкий / felty +

5 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial +
H. lusitanum P6-12Т

1 бело-желтый / 
white to yellow

желто-коричневый / 
yellow brown пушистый / fl occose aerial –

2 бежевый / cream бежевый / cream пушистый / fl occose aerial –
3 белый / white бежевый / cream пушистый / fl occose aerial –

4 белый / white темно-коричневый / 
dark brown пушистый /fl occose aerial// –

5 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial +

H. frisingеnse GSF30T

1 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –
2 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –
3 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –
4 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –
5 белый / white бежевый / cream пушистый / fl occose aerial +

H. seropedicae Z67Т

1 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –

2 бело-бежевый / 
white to cream  бежевый / cream гладкий / felty –

3 бело-бежевый / 
white to cream  бежевый / cream гладкий / felty –

4 бело-бежевый / 
white to cream коричневый / brown пушистый / fl occose aerial –

5 белый / white коричневый / brown пушистый / fl occose aerial +
H. chlorophenolicum CPW301т

1 бело-бежевый / 
white to cream коричнево-оливковый гладкий / felty –

2 бежевый / cream желто-коричневый / 
yellow brown пушистый / fl occose aerial –

3 белый / white бежевый / cream пушистый /fl occose aerial +
4 белый / white бежевый / cream гладкий / felty +

5 бело-желтый / 
white to yellow коричневый / brown гладкий / felty +

Примечание. 1 – F. culmorum 58800; 2 – F. sporotrichioides 262900; 3 – F. oxysporum 60521; 4 – F. graminearum 
58889; 5 – F. solani 60519. «+» – присутствует мицелий в зоне задержки роста, «-» – отсутствует мицелий в зоне 
задержки роста. 

Note. 1 – F. culmorum 58800; 2 – F. sporotrichioides 262900; 3 – F. oxysporum 60521; 4 – F. graminearum 58889; 5 – 
F. solani 60519. «+» – mycelium is present in the growth inhibition zone, «–» – mycelium is absent in the growth inhibition zone. 
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вместе с тем, наблюдалось изменение цвета суб-
стратного мицелия в присутствии H. frisingense 
GSF30T, а также структура и цвет воздушного 
мицелия при воздействии метаболитов H. sero-
pedicae Z67Т (см. табл. 3).

Анализ представленных данных позволяет 
предполагать, что наблюдаемые эффекты опос-
редованы антифунгальной активностью иссле-
дуемых штаммов Herbaspirillum spp., которая в 
наименьшей степени связана с конкуренцией за 
питательные ресурсы. 

Необходимо отметить, что бактерии рода 
Herbaspirillum практически полностью пода-
вляли рост одного из наиболее вредоносных 

видов грибов рода Fusarium – F. culmorum (рису-
нок). H. lusitanum P6-12Т, H. frisingеnse GSF30T, 
H. seropedicae Z67Т, H. chlorophenolicum CPW301Т 
по механизму действия на F. culmorum следует 
отнести к штаммам, проявляющим фунгистати-
ческий антибиотический антагонизм (I тип), при 
котором ингибирование роста гриба происходит 
на расстоянии под воздействием антибиотиче-
ских веществ с образованием между культура-
ми пустой, «стерильной» зоны (см. рисунок). К 
этому же типу взаимодействия следует отнести 
H. lusitanum P6-12Т и F. sporotrichioides 262900. 
По механизму действия на F. sporotrichioides 
262900 штаммы H. frisingеnse GSF30T, H. sero-
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Антагонистическая активность штаммов бактерий рода Herbaspirillum в отношении грибов рода Fusarium: 
1 – F. culmorum 58800; 2 – F. sporotrichioides 262900; 3 – F. oxysporum 60521; 4 – F. graminearum 58889; 5 – F. solani 60519
Figure. Mycolytic activity of some Herbaspirillum species against: 1 – F. culmorum 58800, 2 – F. sporotrichioides 262900, 

3 – F. oxysporum 60521, 4 – F. graminearum 58889, 5 – F. solani 60519
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pedicae Z67Т, H. chlorophenolicum CPW301Т 
были отнесены к штаммам с фунгистатическим 
алиментарным антагонизмом (III тип), выража-
ющимся в остановке роста гриба при контакте с 
колонией антагониста, а также в нарастании по-
следнего на патоген (см. рисунок). В отношении 
F. graminearum 58889 все используемые в иссле-
довании штаммы бактерий проявляли себя как 
штаммы III типа. Аналогичное взаимодействие 
наблюдалось при совместном культивировании 
F. oxysporum с H. lusitanum P6-12Т, H. frisingеnse 
GSF30T, H. seropedicae Z67Т, которое сопрово-
ждалось лизисом сформировавшегося мицелия 
(см. рисунок).

Herbaspirillum spp. являются потенциаль-
ными объектами агробиотехнологии для раз-
работки на их основе биологических средств, 
стимулирующих рост и повышающих продук-
тивность растений [8, 9]. Ранее отмечено стиму-
лирующее влияние предобработки бактериями 
рода Herbaspirillum на развитие важнейших 
сельскохозяйственных культур [15, 16], которое 
выражалось в увеличении длины и массы корней 
и побегов растений [17].

На основании проведенного первичного 
скрининга представителей разных видов р. 
Herbaspirillum на предмет антагонизма в отноше-
нии природных изолятов микроскопических гри-
бов р. Fusarium методом лунок охарактеризована 
их биофунгицидная активность. Полученные 
результаты могут быть использованы в даль-
нейшей разработке экологически безопасных, 
высокопродуктивных и конкурентоспособных 
в адаптивном земледелии биопрепаратов, спо-
собных контролировать фузариоз важнейших 
сельскохозяйственных культур и активизировать 
защитные системы растений.

Список литературы

1. Левитин М. М., Джавахия В. Г. Токсигенные гри-
бы и проблемы продовольственной безопасности 
(обзор) // Достижения науки и техники АПК. 2020. 
Т. 34, № 12. С. 5–11. 

2. Иванов А. В., Тремасов М. Я., Папуниди К. Х., Чул-
ков А. К. Микотоксикозы животных (этиология, 
диагностика, лечение, профилактика). М. : Колос, 
2008. 112 с.

3. Häggblom P., Nordkvist E. Deoxynivalenol, zearalenone, 
and Fusarium graminearum contamination of cereal 
straw; fi eld distribution; and sampling of big bales // 
Mycotoxin. Res. 2015. Vol. 31, № 2. P. 101–107. https://
doi.org/10.1007/s12550-015-0220-z 

4. Spolti P., Del Ponte E. M., Dong Y., Cummings J. A., 
Bergstrom G. C. Triazole sensitivity in a contemporary 
population of Fusarium graminearum from New York 

wheat and competitiveness of a tebuconazole-resistant 
isolate // Plant Dis. 2014. Vol. 98, № 5. P. 607–613. 
https://doi.org/10.1094/PDIS-10-13-1051-RE 

5. Avis T. J., Gravel V., Antoun H., Tweddell R. J. Multifac-
eted benefi cial effects of rhizosphere microorganisms 
on plant health and productivity // Soil Biol. Biochem. 
2008. Vol. 40. P. 1733‒1740. https://doi.org/10.1016/j.
soilbio.2008.02.013 

6. Gómez-Godínez L. J., Aguirre-Noyola J. L., Martínez-
Romero E., Arteaga-Garibay R. I., Ireta-Moreno J., Ru-
valcaba-Gómez J. M. A Look at plant-growth-promoting 
bacteria // Plants. 2023. Vol. 12, № 8. Article 1668. https://
doi.org/10.3390/plants12081668 

7. Ramos A. C., Melo J., de Souza S.B., Bertolazi A. A., 
Renderson A. S., Rodrigues W. P., Campostrini E., Oliva-
res F. L., Eutrópio F. J., Cruz C., Dias T. Inoculation with 
the endophytic bacterium Herbaspirillum seropedicae 
promotes growth, nutrient uptake and photosynthetic 
effi ciency in rice // Planta. 2020. Vol. 252. Article 87. 
https://doi.org/10.1007/s00425-020-03496-x 

8. Velichko N. S., Grinev V. S., Fedonenko Y. P. Char-
acterization of biopolymers produced by planktonic 
and biofi lm cells of Herbaspirillum lusitanum P6-12 // 
J. Appl. Microbiol. 2020. Vol. 129, № 5. P. 1349–1363. 
https://doi.org/10.1111/jam.14647 

9. Pellan L., Durand N., Martinez V., Fontana A., Schorr-
Galino S., Strub C. Commercial biocontrol agents reveal 
contrasting comportments against two mycotoxigenic 
fungi in cereals: Fusarium graminearum and Fusarium 
verticillioides // Toxins. 2020. Vol. 12, № 3. Article 152. 
https://doi.org/10.3390/toxins12030152 

10. Batista B. D., Lacava P. T., Ferrari A., Teixeira-Silva N. S., 
Bonatelli M. L., Tsui S., Mondin M., Ki ta jima E. W., 
Pereira J. O., Azevedo J. L., Quecine M. C. Screening of 
tropically derived, multi-trait plant growth- promoting 
rhizobacteria and evaluation of corn and soybean coloni-
zation ability // Microbiol. Res. 2018. Vol. 206. P. 33–42. 
https://doi.org/10.1016/j.micres.2017.09.007

11. Velichko N. S., Guliy O. I., Kanevsky M. V., Kupryashi-
na M. A., Fedonenko Yu. P. Whole-cell electric sensor 
for determination of sodium dodecyl sulfate // World J. 
Microbiol. Biotechnol. 2022. Vol. 38. Article 118. https://
doi.org/10.1007/s11274-022-03309-1 

12. Смолькина О. Н., Шишонкова Н. С., Юрасов Н. А., 
Игнатов В. В. Капсульные и экстраклеточные поли-
сахариды диазотрофных ризобактерий Herbaspirillum 
seropedicae Z78 // Микробиология. 2012. Т. 81, № 3. 
С. 345–352.

13. Практикум по микробиологии / под ред. А. И. Не-
трусова. М. : Академия, 2005. 608 с.

14. Пестинская Т. В. О взаимоотношениях грибов, 
обитающих в почве // Бот. журн. 1958. Т. 43, № 9. 
С. 1270–1277.

15. Canellas L. P., Balmori D. M., Médici L. O., Aguiar, N. O., 
Campostrini E., Rosa R. C. C., Façanha A. R., Oliva-
res F. L. A combination of humic substances and Herbaspi-
rillum seropedicae inoculation enhances the growth of 
maize (Zea mays L.) // Plant and Soil. 2013. Vol. 366. 
P. 119–132.

Н. С. Величко и др. Антагонистическая активность некоторых представителей рода Herbaspirillum 



Научный отдел344

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2023. Т. 23, вып. 3

16. Canellas L. P., da Silva S. F., Olk D. C. Olivares F. L. 
Foliar application of plant growth-promoting bacte-
ria and humic acid increase maize yields // Journal 
of Food, Agriculture & Environment. 2015. Vol. 13. 
P. 131–138.

17. Velichko N. S., Bagavova A. R., Burygin G. L., Bay-
miev A. Kh., Pylaev T. E., Fedonenko Y. P. In situ local-
ization and penetration route of an endophytic bacteria 
into roots of wheat and the common bean // Rhizosphere. 
2022. Vol. 23. P. 100567. https://doi.org/10.1016/j.
rhisph.2022.100567

References

1. Levitin M. M., Dzhavakhiya V. G. Toxigenic fungi and 
food security issues (review). Achievements of Science 
and Technology of APK, 2020, vol. 34, no. 12, pp. 5–11 
(in Russian).

2. Ivanov A. V., Tremasov M. Ya., Papunidi K. Kh., 
Chulkov A. K. Mikotoksikozy zhivotnykh (etiologiya, 
diagnostika, lecheniye, profi laktika) [Animal Myco-
toxicosis (Etiology, Diagnosis, Treatment, Prevention)]. 
Moscow, Kolos, 2008. 112 p. (in Russian).

3. Häggblom P., Nordkvist E. Deoxynivalenol, zearale-
none, and Fusarium graminearum contamination of 
cereal straw; fi eld distribution; and sampling of big 
bales. Mycotoxin. Res., 2015, vol. 31, no. 2, pp. 101–107. 
https://doi.org/10.1007/s12550-015-0220-z 

4. Spolti P., Del Ponte E. M., Dong Y., Cummings J. A., 
Bergstrom G. C. Triazole sensitivity in a contemporary 
population of Fusarium graminearum from New York 
wheat and competitiveness of a tebuconazole-resistant 
isolate. Plant Dis., 2014, vol. 98, no. 5, pp. 607–613. 
https://doi.org/10.1094/PDIS-10-13-1051-RE 

5. Avis T. J., Gravel V., Antoun H., Tweddell R. J. Multifac-
eted benefi cial effects of rhizosphere microorganisms 
on plant health and productivity. Soil Biol. Biochem., 
2008, vol. 40, pp. 1733‒1740. https://doi.org/10.1016/j.
soilbio.2008.02.013 

6. Gómez-Godínez L. J., Aguirre-Noyola J. L., Martínez-
Romero E., Arteaga-Garibay R. I., Ireta-Moreno J., Ru-
valcaba-Gómez J. M. A look at plant-growth-promoting 
bacteria. Plants, 2023, vol. 12, no. 8, article no. 1668. 
https://doi.org/10.3390/plants12081668 

7. Ramos A. C., Melo J., de Souza S. B., Bertolazi A. A., 
Renderson A. S., Rodrigues W. P., Campostrini E., Oli-
vares F. L., Eutrópio F. J., Cruz C., Dias T. Inoculation 
with the endophytic bacterium Herbaspirillum serope-
dicae promotes growth, nutrient uptake and photosyn-
thetic effi ciency in rice. Planta, 2020, vol. 252, article 
no. 87. https://doi.org/10.1007/s00425-020-03496-x 

8. Velichko N. S., Grinev V. S., Fedonenko Y. P. Charac-
terization of biopolymers produced by planktonic and 
biofi lm cells of Herbaspirillum lusitanum P6-12. J. Appl. 
Microbiol., 2020, vol. 129, no. 5, pp. 1349–1363. https://
doi.org/10.1111/jam.14647 

9. Pellan L., Durand N., Martinez V., Fontana A., Schorr-
Galino S., Strub C. Commercial biocontrol agents reveal 
contrasting comportments against two mycotoxigenic 
fungi in cereals: Fusarium graminearum and Fusarium 
verticillioides. Toxins, 2020, vol. 12, no. 3, article 
no. 152. https://doi.org/10.3390/toxins12030152 

10. Batista B. D., Lacava P. T., Ferrari A., Teixeira-Silva N. S., 
Bonatelli M. L., Tsui S., Mondin M., Kitajima E. W., 
Pereira J. O., Azevedo J. L., Quecine M. C. Screening 
of tropically derived, multi-trait plant growth- promot-
ing rhizobacteria and evaluation of corn and soybean 
colonization ability. Microbiol. Res., 2018, vol. 206, 
pp. 33–42. https://doi.org/10.1016/j.micres.2017.09.007 

11. Velichko N. S., Guliy O. I., Kanevsky M. V., Kupryashi-
na M. A., Fedonenko Yu. P. Whole-cell electric sensor 
for determination of sodium dodecyl sulfate. World 
J. Microbiol. Biotechnol., 2022, vol. 38, article no. 118. 
https://doi.org/10.1007/s11274-022-03309-1 

12. Smol’kina O. N., Shishonkova N. S., Yurasov N. A., 
Ignatov V. V. Capsular and extracellular polysaccha-
rides of the diazotrophic rhizobacterium Herbaspiril-
lum seropedicae Z78. Microbiology, 2012, vol. 81, 
no. 3, pp. 317–323 (in Russian). https://doi.org/10.1134/
S0026261712030113

13. Praktikum po mikrobiologii. Pod red. A. I. Netrusova 
[Netrusov A. I., ed. Workshop on Microbiology]. Mos-
cow, Akademiya, 2005. 608 p. (in Russian).

14. Pestinskaya T. V. On the relationship of fungi living 
in the soil. Botanicheskii Zhurnal, 1958, vol. 43, no. 9, 
pp. 1270–1277 (in Russian).

15. Canellas L. P., Balmori D. M., Médici L. O., Aguiar N. O., 
Campostrini E., Rosa R. C. C., Façanha A. R., Oli-
vares F. L. A combination of humic substances and 
Herbaspirillum seropedicae inoculation enhances the 
growth of maize (Zea mays L.). Plant and Soil, 2013, 
vol. 366, pp. 119–132.

16. Canellas L. P., da Silva S. F., Olk D. C. Olivares F. L. 
Foliar application of plant growth-promoting bacteria 
and humic acid increase maize yields. Journal of Food, 
Agriculture & Environment, 2015, vol. 13, pp. 131–138.

17. Velichko N. S., Bagavova A. R., Burygin G. L., Bay-
miev A. Kh., Pylaev T. E., Fedonenko Y. P. In situ locali-
zation and penetration route of an endophytic bacteria 
into roots of wheat and the common bean. Rhizosphere, 
2022, vol. 23, pp. 100567. https://doi.org/10.1016/j.
rhisph.2022.100567

Поступила в редакцию 29.05.2023; одобрена после рецензирования 16.06.2023; принята к публикации 17.06.2023
The article was submitted 29.05.2023; approved after reviewing 16.06.2023; accepted for publication 17.06.2023



Биология 345

М. В. Парчайкина и др. Исследование роли нейротрофических факторов 

Известия Саратовского университета. Новая серия. Серия: Химия. Биология. Экология. 2023. Т. 23, вып. 3. С. 345–355
Izvestiya of Saratov University. Chemistry. Biology. Ecology, 2023, vol. 23, iss. 3, pp. 345–355
https://ichbe.sgu.ru https://doi.org/10.18500/1816-9775-2023-23-3-345-355, EDN: CATNTG   

Научная статья
УДК 57.017.35-611.83:615.2

Исследование роли нейротрофических факторов 
в регуляции регенерационных процессов 
в поврежденных соматических нервах 
при действии пептидного препарата «Семакс»
 
М. В. Парчайкина , Т. П. Кузьменко, Е. В. Чудайкина, М. Ю. Гладышева, Э. С. Ревина, В. В. Ревин 

Национальный исследовательский Мордовский государственный университет имени Н. П. Огарёва, Россия, 430005, Республика Мор-
довия, г. Саранск, ул. Большевистская, д. 68

Парчайкина Марина Владимировна, кандидат биологических наук, доцент кафедры биотехнологии, биохимии и биоинженерии, 
mary.isakina@yandex.ru, https://orcid.org/0000-0002-6627-6582
Кузьменко Татьяна Павловна, аспирант 4-го года обучения, zyuzina-tatjana@mail.ru, https://orcid.org/0000-0002-3497-2751
Чудайкина Елена Викторовна, преподаватель, lena-averkina@rambler.ru, https://orcid.org/0000-0001-6141-2568
Гладышева Мария Юрьевна, магистр, mariyayuryevnaglad@yandex.ru, https://orcid.org/0000-0009-7150-0247
Ревина Эльвира Сергеевна, кандидат медицинских наук, доцент, доцент кафедры биотехнологии, биохимии и биоинженерии, rewina.
elvira.s@yandex.ru, https://orcid.org/0000-0002-2418-7012 
Ревин Виктор Васильевич, доктор биологических наук, профессор, профессор кафедры биотехнологии, биохимии и биоинженерии, 
revinvv2010@yandex.ru, https://orcid.org/0000-0001-6542-2667 

Аннотация. Исследовано содержание нейротрофических факторов в поврежденных соматических нервах при действии препарата 
«Семакс» и установлена их роль в регуляции регенерационных процессов в травмированных нервных проводниках. Показано, что 
внутримышечное введение препарата сопровождается существенным увеличением уровня фактора роста нервов (NGF) и нейротрофи-
на-3 (NT-3) как в проксимальном, так и в дистальном участках нерва. При этом достоверных изменений количественного содержания 
нейрорегулина-1 на фоне его использования не наблюдается. Полученные данные позволяют предположить, что одним из механизмов 
действия препарата «Семакс» является его способность взаимодействовать со шванновскими клетками и стимулировать выброс NGF и 
NT-3, стимулирующих регенерацию поврежденных аксонов и не оказывать влияния на синтез нейрорегулина-1. Кроме этого, исследо-
вание количественного содержания отдельных белковых фракций показало, что препарат «Семакс» оказывает наиболее выраженное 
действие на уровень нейрофиламентов-H в обоих отрезках нервного проводника, что свидетельствует о важной роли и активации 
сигнального пути митогенактивируемой протеинкиназы (MAPK/ERK), осуществляющего регуляцию процессов синтеза белков цитоске-
лета и рост аксонов. Тем не менее, было показано, что в варианте опыта с использованием «Семакса» наблюдается снижение уровня 
ключевого маркера аксонального роста GAP-43 (Growth-associated protein - 43), как в проксимальном, так и в дистальном отрезке не-
рва. Полученные данные, вероятнее всего, указывают на то, что внутримышечное введение препарата не затрагивает процессы роста 
аксонов, а направлено на поддержание выживаемости нейронов и ускоренное восстановление функционального состояния нервных 
волокон, что также подтверждается появлением потенциала действия и способности нерва к его проведению на фоне использования 
препарата «Семакс».
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Abstract. The content of neurotrophic factors in damaged somatic nerves under the action of the drug «Semax» was studied and their role in the 
regulation of regenerative processes in injured nerve conductors was established. It has been shown that intramuscular administration of the drug 
is accompanied by a signifi cant increase in the level of NGF and NT-3 both in the proximal and distal parts of the nerve. At the same time, there 
are no signifi cant changes in the quantitative content of neuroregulin-1 against the background of its use. The data obtained suggest that one 
of the mechanisms of action of Semax is its ability to interact with Schwann cells and stimulate the release of NGF and NT-3, which facilitate the 
regeneration of damaged axons and do not aff ect the synthesis of neuroregulin-1. In addition, the study of the quantitative content of individual 
protein fractions showed that the drug «Semax» has the most pronounced eff ect on the level of neurofi lament-H in both segments of the nerve 
conductor, which indicates the important role and activation of the mitogen-activated protein kinase (MAPK / ERK) signalling pathway, which 
regulates processes of cytoskeletal protein synthesis and axon growth. Nevertheless, it was shown that in the variant of the experiment using 
Semax, there was a decrease in the level of GAP-43, which is a key marker of axonal growth, both in the proximal and distal segments of the 
nerve. The data obtained most likely indicate that the intramuscular administration of the drug does not aff ect the processes of axon growth, but 
is aimed at maintaining the survival of neurons and accelerated restoration of the functional state of nerve fi bres, which is also confi rmed by the 
appearance of an action potential and the ability of the nerve to conduct it against the background of the use of the Semax drug.
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Введение
В настоящее время все большее внимание 

исследователей уделяется роли нейротрофиче-
ских факторов, в частности, фактора роста не-
рвов (NGF), нейротрофинов и нейрорегулинов 
(NRGs) в регуляции нормального функциони-
рования центральной и периферической нерв-
ной системы. Нейротрофин-3 (NT-3) обладает 
способностью усиливать синаптическую ак-
тивность в развивающемся нервно-мышечном 
синапсе, что реализуется за счет активации 
тирозинкиназы пресинаптической мембраны 
[1]. Также известно, что нейрорегулин-1 (NRG-
1) является ключевым фактором, необходимым 
для миграции, выживания, пролиферации и 
дифференцировки шванновских клеток, а также 
представляет собой важный модулятор нервной 
возбудимости и синаптической пластичности в 
мозге взрослого человека [2]. Согласно литера-
турным данным, нейротрофические факторы 
обеспечивают нейрональную дифференцировку 
и выживаемость нейронов за счет взаимодей-
ствия со своими рецепторами, которые отно-
сятся к семейству тирозинкиназных рецепторов 
(Trk), и распространяют сигнал с участием 
фосфатидилинозитол-3-киназного (PIK3/Akt) 
и митогенактивируемого протеинкиназного 
(MAPK/ERK) сигнальных каскадов. При этом 
для каждого из нейротрофинов существует свой 

специфический высокоафинный рецептор: NGF 
связывается с TrkA, NT-3 – преимущественно с 
TrkC, а нейрорегулин-1 – c ErbB, после чего запу-
скается каскад внутриклеточных реакций [3, 4].

Проблема регенерации нервной ткани оста-
ется одной из самых актуальных и малоизучен-
ных в биологии и медицине, что обусловлено 
наличием большого количества нейродегене-
ративных заболеваний и отсутствием эффек-
тивных способов их лечения. Существующие в 
настоящее время подходы к терапии поврежден-
ных нервов не способны поддерживать в течение 
необходимого времени выживание нервных 
клеток и рост нейритов – ключевых факторов 
регенерации нервов. Принимая во внимание 
значимость данной проблемы, в последние годы 
наметился определенный прогресс в изучении 
нейропротекторного действия различных биоло-
гически активных веществ и их роли в регуляции 
сигнальных путей, участвующих в активации 
процессов восстановления функционирования 
травмированных нервных проводников [5, 6].

По данным ряда авторов, среди различных 
классов физиологически активных веществ 
особый интерес представляют пептиды, оказы-
вающие регулирующее и нейромодулирующее 
действие на многие физиологические процессы 
в организме [7]. В связи с этим создание ле-
карственных средств на основе регуляторных 
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пептидов, участвующих в поддержании многих 
физиологических функций и практически полно-
стью лишенных побочных эффектов, в настоящее 
время наиболее актуально. Одними из обширных 
групп регуляторных пептидов являются препа-
раты с нейротропной активностью, в частности 
«Семакс», представляющий собой синтетиче-
ский аналог фрагмента аденокортикотропного 
гормона (АКТГ4-7), не имеющий побочных гор-
мональных эффектов и обладающий высокой 
устойчивостью к действию инактивирующих 
ферментов за счет присоединения аминокислот-
ной последовательности Pro-Gly-Pro [8]. Препа-
рат «Семакс» относится к классу регуляторных 
пептидов, представляет собой гептапептид 
Met–Glu–His–Phe–Pro–Gly–Pro и распадается на 
короткие фрагменты, что определяет его биоло-
гическую активность. Известно, что к основным 
проявлениям его нейропротекторного действия 
относится иммуномодуляция, торможение вос-
палительных реакций и синтез оксида азота [9].

Тем не менее, несмотря на имеющиеся 
данные о способности препарата «Семакс» 
стимулировать регенерационные процессы в 
поврежденной нервной ткани, молекулярные 
и клеточные механизмы активации процессов 
регенерации травмированных соматических 
нервов, а также роль рецепторных сигнальных 
путей, отвечающих за выживание и восстанов-
ление физиологических функций нервного про-
водника на фоне его использования остаются 
неизученными.

Исходя из вышесказанного, целью данной 
работы было изучение роли нейротрофических 
факторов в регуляции регенерационных про-
цессов в поврежденных соматических нервах 
при действии пептидного препарата «Семакс». 
Для достижения цели работы были поставлены 
следующие задачи:

– исследовать изменение содержания NGF, 
NT-3 и NRG-1 при дегенеративных и регенера-
тивных процессах в соматических нервах на фоне 
внутримышечного введения препарата «Семакс»;

– изучить влияние препарата на изменение 
количественного содержания общего белка и 
отдельных белковых фракций поврежденных 
соматических нервов, а также выяснить роль 
исследуемых нейротрофических факторов в 
восстановлении функционирования травмиро-
ванных нервных проводников на фоне исполь-
зования синтетического аналога АКТГ4-7.

Материалы и методы
Объектом исследования служили седа-

лищные нервы крыс линии Wistar со средней 

массой 250±50 г. У животных одной опытной 
группы осуществляли перерезку седалищного 
нерва на уровне середины бедра. Животным 
второй группы после перерезки ежедневно 
внутримышечно вводили препарат «Семакс» 
в концентрации 37,5 мг/кг. Проксимальный и 
дистальный концы нервов извлекали через 7, 
14 и 30 суток и помещали в раствор Рингера. 
Контролем служили интактные животные. 
Биоэлектрическую активность регистрировали 
для изолированного нерва при его внеклеточ-
ном отведении со следующими параметрами 
стимуляции: амплитуда 1,5 В, длительность 
0,3 мс, частота раздражения 100 имп/с [10]. Ко-
личественное определение факторов роста NGF, 
NT-3 и NGR-1 проводили методом иммунофер-
ментного анализа с использованием специаль-
ных коммерческих наборов (Cloud-Clone Corp, 
Китай; Puda Scientifi c, Китай). Состав белков 
соматических нервов изучали методом электро-
фореза в полиакриламидном геле (ПААГ) в 
присутствии додецилсульфата натрия (ДСН) по 
методу Laemmli [11]. Визуализацию, докумен-
тацию и количественный анализ полученных 
белковых гелей осуществляли с помощью гель 
документирующей системы Gel Doc XR+ (Bio-
Rad, США). Обработку результатов проводили в 
программе ImageLab. Статистическую обработ-
ку проводили с помощью t-критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждение
В литературе имеются сведения о способ-

ности пептидного препарата «Семакс» стиму-
лировать регенерацию нейронов и нервных 
отростков после их механических или химиче-
ских повреждений [9]. Тем не менее, механизм 
действия этого препарата на регенерацию пери-
ферических нервов до сих пор остается неизу-
ченным. В связи с этим на первом этапе экспери-
мента было изучено изменение содержания NGF 
в проксимальном и дистальном участках нерва 
после перерезки, а также внутримышечного вве-
дения препарата «Семакс» в концентрации 37,5 
мг/кг. В ходе проведенных исследований было 
показано, что при повреждении нерва наиболее 
выраженное изменение уровня NGF наблюда-
ется на 7-е сутки, как в проксимальном, так и в 
дистальном отрезках нервного проводника, что 
сопровождается его снижением на 31,7 и 24,4% 
соответственно по сравнению с контролем. 
К 30-м суткам наблюдения содержание NGF 
становится равным контрольному значению в 
проксимальном отрезке нерва и превышает его 
уровень на 11,8% в дистальном участке нервного 
проводника (рис. 1). 
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В серии опытов с использованием пре-
парата к 7-м суткам эксперимента содержание 
NGF возрастает в проксимальном и дистальном 
участках нерва в 4,0 и 6,5 раз соответственно по 
отношению к контролю. С увеличением послео-
перационных сроков до 30 суток уровень фактора 
роста нервов все еще превышает контроль в 2,0 и 
4,6 раза в проксимальном и дистальном участках 
нерва соответственно.

Помимо изменения уровня NGF, в прокси-
мальном и дистальном отделах нерва после его 
перерезки происходит увеличение концентрации 
NТ-3 на 30,7 и 50,0% соответственно к 7-м суткам 
наблюдения. Увеличение продолжительности 
воздействия травмы до 30 суток приводит к сни-
жению уровня NТ-3, тем не менее его содержание 
все еще превышает контрольное значение в обоих 
частях исследуемого нервного проводника.

Использование препарата «Cемакс» сопро-
вождается уменьшением уровня NT-3 на 18,4% 
по отношению к контролю спустя 7 суток наблю-
дения и его увеличением на 54,6% к 30-м суткам 
эксперимента в варианте опыта в проксимальном 
отрезке нерва. При внутримышечном использо-
вании «Семакса» в дистальном отделе нервного 
проводника происходят следующие изменения: 
спустя 7, 14 и 30 суток после повреждения уро-
вень нейротрофина-3 повышается в среднем в 
3,0; 2,6 и 1,6 раза соответственно по отношению 
к контролю (рис. 2).

Нейрорегулины  представляют  собой 
семейство нейротрофических факторов, воз-

действующих на тирозинкиназы ErbB (ErbB2, 
ErbB3 и ErbB4) и опосредующих нейронную 
дифференцировку, миелинизацию и формиро-
вание синапсов, благодаря чему сигнальный 
путь, связанный с их активацией, контролирует 
ключевые физиологические нейронные функ-
ции, необходимые для успешного протекания 
регенерационных процессов [12].

В связи с вышеизложенным следующим 
этапом эксперимента было определение со-
держания нейрорегулина-1 в интактных и по-
врежденных нервах при воздействии препарата 
«Семакс». В варианте опыта с повреждением в 
проксимальном участке нерва на 7-, 14- и 30-е 
сутки отмечается значительное увеличение 
концентрации NRG-1 на 85,6, 75,6 и 38,3% со-
ответственно по сравнению с контрольными 
значениями. Следует отметить, что данная тен-
денция прослеживается и в дистальном отделе 
нервного проводника (рис. 3).

В серии опытов с использованием препа-
рата в проксимальном участке нерва на 7-е и 
14-е сутки наблюдения достоверных изменений 
количественного содержания нейрорегулина-1 
по сравнению с перерезкой не наблюдается. На 
30-е сутки после травмы содержание NRG-1 не-
значительно превышает контрольные значения. 
В дистальном отделе при введении препарата 
«Семакс» на 7-е, 14-е и 30-е сутки после по-
вреждения количество NRG-1 по-прежнему 
превышает уровень контрольных значений на 
41,6, 40,9 и 51% соответственно.

Рис. 1. Изменение общего уровня NGF в поврежденных соматических 
нервах при действии препарата «Семакс» (* – достоверность отличия по 

отношению к интактной группе, p ˂ 0.05) 
Fig. 1. Change in the total level of NGF in damaged somatic nerves under the 
action of the drug «Semax» (* – the signifi cance of the difference in relation to 

the intact group, p ˂ 0.05)

%
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Принимая во внимание литературные 
данные, активация Akt в результате запуска 
фосфатидилинозитол-3-киназного сигнального 
пути под действием нейротрофических факто-
ров сопровождается антиапоптотическим эф-
фектом за счет экспрессии генов, участвующих 
в дифференцировке и выживаемости клеток. В 
частности, активация Akt по Thr308 приводит 
к повышению экспрессии транскрипционных 
факторов и рапамицинового комплекса мле-
копитающих (mTORC1) и p70S6K, которые 
усиливают синтез белка. Фосфорилирование 

Akt по Ser473 mTORC2 способствует запуску 
антиапоптотических путей выживания кле-
ток [13, 14]. С другой стороны, показано, что 
ERK1/2, один из участников MAP-киназного 
сигнального пути, также связан с активацией 
ветвления и аксонального роста нервных во-
локон за счет экспрессии антиапоптотических 
факторов транскрипции [15]. 

В соответствии с вышесказанным ак-
тивация фосфатидилинозитол-3-киназного 
сигнального пути под действием нейротро-
фических факторов сопровождается интенси-

Рис. 2. Влияние препарата «Семакс» на изменение концентрации NT-3 в 
поврежденных соматических нервах (* – достоверность отличия по от-

ношению к интактной группе, p ˂ 0.05)
Fig. 2. The effect of Semax on the change in the concentration of NT-3 in dam-
aged somatic nerves (* – the signifi cance of the difference in relation to the 

intact group, p ˂ 0.05)

Рис. 3. Влияние препарата «Семакс» на изменение концентрации ней-
рорегулина-1 в поврежденных соматических нервах (* – достоверность 

отличия по отношению к контролю, p ˂ 0.05)
Fig. 3. The effect of Semax on the change in the concentration of neuroregulin-1 
in damaged somatic nerves (* – the signifi cance of the difference in relation 

to the control, p ˂ 0.05)

%

Проксимальный / Proximal Дистальный / Distal

%

Проксимальный / Proximal Дистальный / Distal
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фикацией белкового синтеза. Исходя из этого, 
на следующем этапе эксперимента нами было 
исследовано изменение содержания отдельных 
белковых фракций, а также ключевого маркера 
аксонального роста белка GAP-43 при повреж-
дении и внутримышечном введении препарата 
«Семакс». 

С помощью метода электрофореза на ПААГ 
был изучен качественный состав белковой фрак-
ции исследуемых интактных и поврежденных 
нервов. В интактном нерве были выявлены 
белки нейрофиламентов-Н (NF-Н, 190-200 кДа), 
нейрофиламентов-М (NF-М, 140 - 160 кДа), тубу-
лина (110 кДа), GAP-43 (27 кДа) (рис. 4).

Рис. 4. Электрофореграмма белков (I) и вестерн-блотт анализ уровня 
GAP-43 (II) поврежденных соматических нервов, выделенных через 
7, 14 и 30 суток после перерезки: М – маркер; а – контроль; б – прок-
симальный участок, 7-е сутки; в – дистальный участок, 7-е сутки; г – 
проксимальный участок, 14 суток; д – дистальный участок, 14 суток; е 
– проксимальный участок, 30 суток; ж – дистальный участок, 30 суток. 
1 – нейрофиламенты-Н; 2 – нейрофиламенты-М; 3 – тубулин; 4 – GAP-43 
Fig. 4. Electropherogram of proteins (I) and Western blot analysis of the level 
of GAP-43 (II) of damaged somatic nerves isolated 7, 14 and 30 days after 
transection: M – marker; a – control; b – proximal area, day 7; c – distal site, 
7 days; d – proximal area, 14 days; e – distal site, 14 days; f – proximal area, 
30 days; g – distal site, 30 days. 1 – neurofi laments-N, 2 – neurofi laments-M, 

3 – tubulin; 4 – GAP-43

Было показано, что в проксимальном от-
резке нерва содержание нейрофиламентов-Н, 
нейрофиламентов-М и тубулина после травмы 
снижается в среднем на 22% к 7-м суткам на-
блюдения. С увеличением послеоперационных 
сроков до 30 суток концентрация исследуемых 
белковых фракций превышает контрольные 

значения, при этом максимальное увеличение 
наблюдается во фракции тубулина и превышает 
контроль на 34,8%.

В дистальном его отрезке спустя 7 су-
ток после повреждения количественное со-
держание фракций NF-Н, NF-М и тубулина 
уменьшается более чем в 2 раза относительно 

II
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контроля. Было показано, что содержание 
нейрофиламента-Н, нейрофиламента-М и ту-
булина на 30-е сутки возрастает относительно 
контроля на 39,7, 26 и 14,5% соответственно 
(рис. 5). 

Также было проведено качественное иссле-
дование белкового состава поврежденного нерва 
с ежедневным введением препарата «Семакс» в 
концентрации 37,5 мг/кг на протяжении 7, 14 и 
30 суток (рис. 6).

Рис. 5. Изменение содержания отдельных белковых фракций в поврежденных соматических нервах (* – p < 0,05 по 
сравнению с контролем)

Fig. 5. Changes in the content of individual protein fractions in damaged somatic nerves (* – p < 0.05 compared to control)

Рис. 6. Электрофореграмма белкового состава поврежденного нерва с 
введением препарата «Семакс» в концентрации 37,5 мг/кг: а – контроль; 
б – проксимальный участок, 7 суток; в – дистальный участок, 7 суток; 
г – проксимальный участок, 14 суток; д – дистальный участок, 14 суток; 
е – проксимальный участок, 30 суток; ж – дистальный участок, 30 суток. 
1 – нейрофиламенты-Н, 2 – нейрофиламенты-М, 3 – тубулин; 4 – GAP-43
Fig. 6. The electrophoregram of the protein composition of the damaged nerve 
with the introduction of the drug «Semax» at a concentration of 37.5 mg/kg: 
a – control; b – proximal area, 7 days; c – distal site, 7 days; d – proximal area, 
14 days; e – distal site, 14 days; f – proximal area, 30 days; g – distal site, 30 
days. 1 – neurofi laments-N, 2 – neurofi laments-M, 3 – tubulin; 4 – GAP-43

Так, на 7-е сутки эксперимента в прокси-
мальном отделе нерва содержание NF-M и тубу-
лина снижается на 30,1 и 54,9% относительно 
контрольных значений. С увеличением послеопе-
рационных сроков до 30 суток количество NF-M 
и тубулина уменьшается и становится ниже 
уровня контроля на 66,7 и 85% соответственно.

Количественное содержание белковой 
фракции с NF-H в варианте опыта с использо-
ванием препарата на 7-е, 14-е и 30-е сутки экс-
перимента увеличивается на 39,3, 40,1 и 21,1% 
соответственно.

В дистальном отделе поврежденного нерва 
содержание белков NF-H, NF-M и тубулина на 

Дистальный / DistalПроксимальный / Proximal
% %

е/fд/e ж/gа /a б/b в/c г/d
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7-е сутки после травмы и внутримышечного 
введения препарата снижается на 22,2, 27,4 и 
19,6% соответственно по сравнению с контро-
лем. На 30-е сутки эксперимента содержание 

NF-H уменьшается на 42,2% по отношению к 
контролю, а концентрация нейрофиламента-M 
и тубулина обнаруживается в следовых количе-
ствах (рис. 7). 

Рис. 7. Содержание белковых фракций в поврежденных нервах при действии препарата «Семакс» в концентрации 
37,5 мг/кг (* – p < 0,05 по отношению к контролю)

Fig. 7. The content of protein fractions in damaged nerves under the action of the drug «Semax» at a concentration of 37.5 
mg/kg (* – p < 0.05 in relation to control)

В последние годы появились данные о том, 
что фрагменты АКТГ1-27 и АКТГ1-14 способны 
взаимодействовать с клеточной мембраной и 
активировать сигнальный белок конуса роста 
– GAP-43. Считается, что GAP-43 связывает 
кальмодулин в неактивной форме и тем самым 
влияет на многие Сa2+-зависимые процессы в 
нервной терминали [16].

Согласно результатам проведенных ис-
следований, уровень GAP-43 возрастает как на 
7-е, так и на 30-е сутки эксперимента в 1,3 раза 
и в 2,3 раза соответственно по сравнению с не-
поврежденным нервом. В дистальном отрезке 
нерва содержание GAP-43 снижается к 14-м 
суткам наблюдения на 40,4% относительно кон-
троля, однако с увеличением времени повреж-
дающего воздействия до 30 суток отмечается 
увеличение данного показателя в 1,6 раза по 
сравнению с контрольным значением. В вариан-
те опыта с использованием препарата «Семакс» 
в проксимальном участке нерва уровень GAP-43 
на 7-е и 30-е сутки эксперимента снижается по 
сравнению с контрольными значениями на 34 и 
49,2% соответственно. В дистальной его части 
на 7-е сутки внутримышечного введения препа-
рата значительно уменьшается количественное 
содержание GAP-43 – на 47,5%, а к 30-м суткам 
– на 71,7% относительно контроля.

Известно, что способность нервных во-
локон проводить потенциал действия является 

важнейшей характеристикой, отражающей 
эффективность протекания регенерационных 
процессов при травме соматических нервов. 
Исходя из этого, в следующей серии экспери-
ментов нами была проведена регистрация элек-
трической активности соматических нервов при 
повреждении и действии препарата «Семакс». 

Из литературы известно, что скорость про-
ведения возбуждения по нервным волокнам 
зависит, в первую очередь, от степени миелини-
зации и диаметра аксонов, а также определяется 
межперехватными расстояниями и характером 
распределения ионных каналов на поверхности 
аксона [17]. Эксперимент показал, что в резуль-
тате полученной травмы проводимость нерва за-
метно снижается в проксимальном его участке и 
полностью утрачивается в дистальном отрезке 
нервного проводника (рис. 8). 

С увеличением времени эксперимента 
восстановление способности проведения по-
тенциала действия с небольшой амплитудой 
отмечается только в проксимальном отрезке 
нерва, что по-видимому объясняется сохране-
нием центральной иннервации и частичным 
восстановлением нервно-мышечной передачи. 
В варианте опыта с повреждением амплитуда 
потенциала действия снижается в среднем на 
50% по сравнению с контролем на протяжении 
всего периода наблюдения, в то время как вну-
тримышечное введение препарата «Семакс» со-

% %
Проксимальный / Proximal Дистальный / Distal
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Рис. 8. Потенциал действия соматического нерва крысы. Масштаб по шкале 
потенциала: 100 мВ на клетку; масштаб по времени: а – 0,5 мс, б – 0,25 мс, 
в – 0,1 мс на клетку: интактный нерв (а); 24-е сутки после повреждения (б) 

и при в/м введении семакса в концентрации 37,5 мг/кг (в)
Fig. 8. Action potential of the rat somatic nerve. Potential scale: 100 mV per cell; 
time scale: a – 0.5 ms, b – 0.25 ms, c – 0.1 ms per cell: intact nerve (a); 24 days 
after injury (b) and with intramuscular injection of Semax at a concentration of 

37.5 mg/kg (c)

 

провождается восстановлением проводимости 
в проксимальном отрезке нерва практически до 
контрольных значений к концу эксперимента.

Таким образом, полученные нами данные 
по исследованию влияния «Семакса» на со-
держание нейротрофических факторов и от-
дельных белковых фракций в проксимальном и 
дистальном отрезках травмированного нервного 
проводника коррелируют с восстановлением 
функциональной активности поврежденных 
соматических нервов.

Заключение
В настоящее время ведется интенсивный 

поиск биологически активных соединений, 
способных стимулировать регенерацию аксонов 
и нейронов после аксотомии. Одним из перспек-
тивных нейротрофических агентов является 
препарат «Семакс», представляющий собой 
синтетический аналог фрагмента АКТГ4-10. Од-
нако характер его действия на регенерацию пе-
риферических аксонов до сих пор не исследован.

Исходя из полученных данных, увеличение 
содержания нейротрофических факторов в по-
врежденном нервном проводнике до 14 суток 
наблюдения свидетельствует об активации 
регенерационных процессов на фоне травмы. 
Использование препарата «Семакс» сопрово-
ждается еще более выраженным возрастанием 
уровня NGF и NT-3 в обоих участках нерва на 
всем протяжении эксперимента. Следует от-
метить, что на фоне использования препарата 
достоверных изменений количественного содер-
жания нейрорегулина-1 как в проксимальном, 
так и в дистальном отрезках нерва не наблю-

дается. Полученные данные позволяют пред-
положить, что одним из механизмов действия 
препарата «Семакс» является его способность 
взаимодействовать со шванновскими клетками 
и стимулировать выброс таких нейротрофиче-
ских факторов, как NGF и NT-3, облегчающих 
регенерацию поврежденных аксонов и не оказы-
вающих влияния на синтез нейрорегулина-1. В 
пользу этого предположения свидетельствуют 
литературные данные о наличии рецепторов к 
фрагменту АКТГ4-10 в центральной и перифери-
ческой нервной системе [9]. В частности, в одной 
из работ было показано, что синтетический ана-
лог АКТГ4-10 приводит к стимуляции выработки 
молекул-рецепторов к NGF, стимулирующих ре-
генерацию травмированных аксонов [18]. Таким 
образом, увеличение содержания NGF и NT-3 
на фоне использования препарата «Семакс» 
приводит к запуску фосфатидилинозитол-3-
киназного сигнального пути, что подтвержда-
ется полученными нами данными об активации 
белкового синтеза в поврежденных соматиче-
ских нервах. Проведенный анализ количествен-
ного содержания отдельных белковых фракций 
показал, что препарат «Семакс» оказывает 
наиболее выраженное действие на содержание 
NF-H в обоих отрезках нервного проводни-
ка. Следует отметить, что в дистальном его 
участке наблюдается еще более существенная 
интенсификация синтеза NF-H при действии 
препарата. Полученные данные согласуются 
с данными литературы, свидетельствующими 
о важной роли и активации сигнального пути 
митогенактивируемой протеинкиназы (MAPK/
ERK), осуществляющего регуляцию процессов 

а /a б/b в/c
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синтеза белков цитоскелета и рост аксонов [14, 
15]. Тем не менее, было показано, что в варианте 
опыта с использованием «Семакса» наблюда-
ется снижение уровня GAP-43, являющегося 
ключевым маркером аксонального роста, как в 
проксимальном, так и в дистальном отрезке не-
рва. Полученные данные, вероятнее всего, ука-
зывают на то, что «Семакс», в первую очередь, 
способствует не ускоренному росту, а выжива-
нию поврежденных нейронов и восстановлению 
функционального состояния нервных волокон. 

Таким образом, на основании совокупности 
полученных нами данных можно предположить 
наличие у пептидного препарата «Семакс» 
стимулирующего действия на посттравмати-
ческую регенерацию нервных проводников за 
счет взаимодействия с рецепторами шваннов-
ских клеток и повышением содержания таких 
нейротрофических факторов, как NGF и NT-3, 
запускающих внутриклеточные сигнальные 
каскады, связанные с усилением белкового 
синтеза и восстановлением функциональной 
проводимости поврежденных нервных воло-
кон. Тем не менее, отсутствие положительного 
действия препарата на увеличение содержания 
GAP-43 в травмированных соматических не-
рвах позволяет предположить, что внутримы-
шечное введение «Семакса», вероятнее всего, не 
затрагивает процессы роста аксонов, а направ-
лено на поддержание выживаемости нейронов 
и ускоренное восстановление их структурно-
функционального состояния.
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Аннотация. Представлены данные по обнаружению плесневых грибов в системе конский 
каштан обыкновенный – каштановая минирующая моль, которая является инвазивным 
вредителем каштанов. Энтомологические и микологические исследования проводили 
стандартными методами. В ходе работы определяли видовой состав, индекс встречае-
мости и количественные показатели микромицетов, присутствующих в тканях листьев 
конского каштана обыкновенн ого и гусениц каштановой минирующей моли. Проведен 
анализ 135 образцов гусениц (три поколения насекомых), мин и здоровых листьев рас-
тений, собранных на территории г. Саратова с постоянных точек наблюдения (ул. Астра-
ханская, ул. Большая Садовая, ул. Набережная Космонавтов). Выделено 18 видов грибов 
родов Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium и Rhizopus. Численные показатели 
грибов варьировали от 102 до 105 КОЕ/г. В течение вегетационного периода наблюдалось 
увеличение количественных показателей и видового разнообразия микромицетов. По 
численности в I поколении насекомых доминировали грибы рода Aspergillus, во II поколе-
нии – Alternaria, а в III поколении доминантным родом был Cladosporium. Таким образом, 
охридский минер может быть природным резервуаром различных грибов, в том числе 
фитопатогенных.
Ключевые слова: микромицеты, Cameraria ohridella, Aesculus hippocastanum, Aspergillus, Alter-
naria, Cladosporium 
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А. В. Еремакина и др. Циркуляция грибов в системе Aesculus hippocastanum – Cameraria ohridella

Введение
Проникновение чужеродных видов насе-

комых на территорию городского озеленения 
можно отнести к экологическим катастрофам. 
Если в новых районах для организмов условия 
будут благоприятными для жизни и дальнейше-
го распространения, то их численность начнет 
быстро расти, а отсутствие естественных врагов 
приведет к свободному захвату этими видами 
новых территорий [1].

Инвазивные виды занимают второе место 
среди угроз биологическому разнообразию, по-
тому любые данные о расселении вредителей 
невероятно важны [2].

Наиболее тревожным и актуальным за 
последние годы случаем подобного массового 
распространения стала каштановая минирую-
щая моль (Cameraria ohridella Deschka et Dimić, 
1986) [1].

С момента ее первого описания по сборам 
1984 г. в районе Охридского озера в Македо-
нии югославскими энтомологами Г. Дешкой и 

Н. Димичем каштановая минирующая моль, 
или охридский минер, быстрыми темпами рас-
пространилась по территории почти всей Европы 
и европейской части России [3].

Каштан конский обыкновенный (Aesculus 
hippocastanum L., 1753) относится к древесным 
породам, широко используемым в декоратив-
ных насаждениях во многих странах Европы, 
однако с каждым годом в городах возрастает 
угроза уничтожения этого дерева, ведь оно под-
вергается массовому поражению каштановой 
молью [4, 5]. 

Процесс образования нескольких очагов 
массового  повреждения с высокой численностью 
и отсутствием регуляции на уровне популя-
ции с помощью естественных врагов и любых 
профилактических мер от городских властей 
может привести к дефолиации: частичной или 
полной потере листьев каштана. Поэтому уже в 
конце лета, а не следующей весной, происходит 
развитие спящих почек цветов и листьев, что 
свидетельствует о невероятно больших затратах 
энергии. Дефолиация в течение последних 10 лет 
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из-за распространения каштановой минирую-
щей моли наблюдается в Чехии и Венгрии [6–8].

Для каштанового минера характерна зимов-
ка на стадии куколки в опавшей листве внутри 
мин. Окукливание гусениц может происходить 
в конце сентября до того, как опала листва, либо 
гусеницы, которые еще не закончили развитие, 
могут находиться в уже опавших листьях, тогда 
процесс их окукливания осуществляется в нача-
ле октября. Это является показателем сильных 
повреждений дерева, поскольку в этом случае 
листопад происходит раньше срока [5, 9, 10].

Важно отметить, что куколки способны вы-
жить под снежным покровом. Согласно данным 
литературы, куколки каштановой моли могут 
выживать даже при температуре от −19 до −23°С, 
при этом низкие температуры не влияют на нор-
мальное протекание диапаузы и весенний вылет 
бабочек [5, 11].

Повреждения, которые наносят гусеницы 
моли, препятствуют нормальному накоплению 
минеральных веществ, из-за чего конский 
каштан зимой подвергается риску замерзания, 
слабеет и становится уязвимым к различным 
инфекциям. Конский каштан теряет свой пер-
воначальный облик, что приводит к серьезному 
эстетическому ущербу городам, что является 
основанием для их замены на другие растения, 
способные противостоять вредоносным факто-
рам. Эти мероприятия требуют значительных 
физических усилий и крупных финансовых 
вложений из государственного бюджета [12].

Помимо вреда, наносимого самими гусе-
ницами, это насекомое является переносчиком 
грибов, которые вызывают различные заболева-
ния каштана. Распространение каштановой моли 
происходит быстро: поразив множество регионов 
Европы, за последние годы она была обнаружена 
в таких городах России, как Москва, Саратов, 
Самара, Пенза, Хвалынск, Вольск, Волгоград и 
другие [13–15]. 

В Латвии в 2010–2012 гг. было проведено 
исследование с целью получения данных о 
смертности каштановой минирующей моли 
и выявления энтомопатогенных микроорга-
низмов. Выделяли несколько причин гибели 
охридского минера: паразиты, грибы, бактерии 
или какой-то другой фактор. По симптомам ин-
фекции, к которым относились, например, сни-
жение подвижности, изменение цвета, покрытие 
грибковым мицелием или конидиями, выделили 
11 видов энтомопатогенных грибов, которые 
относились к 6 родам: Aspergillus sp., Beauveria 
sp., Isaria sp., Hirsutella sp., Metarhizium sp. и 

Lecanicillium sp. Последние три рода были впер-
вые выделены из чешуекрылых вредителей в 
Латвии [16].

В 2013–2014 гг. на юго-западе Словакии 
были собраны и исследованы на грибковую 
инфекцию 7070 куколок каштановой моли. В 
целом распространенность грибковых заболева-
ний была низкой и не превышала 7%, поскольку 
возбудители были выделены из 319 образцов. 
Учеными было идентифицировано 2 рода энто-
мопатогенных грибов – Beauveria и Isaria, среди 
которых доминирующим оказался Beauveria spp., 
на долю которого приходилось 84,6% [17].

В насаждениях конского каштана обыкно-
венного на территории Москвы и Подмоско-
вья выявлено 26 видов грибов, из которых к 
отделу Ascomycota относится всего 1, к Ba-
sidiomycota – 13 и к анаморфным грибам – 12. 
Большинство из обнаруженных представи-
телей являются эврихорными, некоторые из 
них – космополиты, например, Chondrostereum 
purpureum, Irpex lacteus, Pleurotus ostreatus, 
Phellinus igniarius, Schizophyllum commune, 
Stereum hirsutum, Trametes pubescens, Tubercularia 
vulgaris [18–21]. 

Пять видов несовершенных грибов (Co-
niothyrium australe, Dothiorella aesculi, Fusicoccum 
aesculi,  Phoma hippocastani и  Phomopsis 
coneglanensis) известны только в некоторых 
странах Европы, включая Украину и прибал-
тийские государства. Многие из них являются 
политрофными и способны развиваться на не-
скольких породах деревьев и кустарников. 

Весьма широким кругом питающих расте-
ний характеризуются все базидиальные дерево-
разрушающие грибы, из несовершенных в этой 
связи следует отметить Cytospora leucosperma, 
Tubercularia vulgaris и Truncatella angustata. 

Согласно данным литературы, 8 выяв-
ленных видов связаны в своем развитии 
только с конским каштаном (Erysiphe fl exuosa, 
Coniothyrium australe, Diplodia aesculi, Diplodina 
aesculi, Dothiorella aesculi, Fusicoccum aesculi, 
Phoma hippocastani, Phomopsis coneglanensis) 
[20–23].

Среди обнаруженных микромицетов 12 ви-
дов грибов ранее не были отмечены на конском 
каштане обыкновенном и на других представи-
телях рода Aesculus. Все они являются политроф-
ными и имеют обширные ареалы, включающие 
территорию Московской области. Выявленные 
виды в большинстве своем являются патогенны-
ми (21), они инфицируют листья, ветви и ство-
лы, вызывая различные заболевания. Наиболее 
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значимыми из них, приводящими к заболеванию 
листьев, являются Erysiphe fl exuosa и Phyllosticta 
sphaeropsoidea [24].

Исследований по грибковым поражениям 
каштана конского обыкновенного, ассоцииро-
ванных с охридским минером, в Поволжском 
регионе не было. 

Целью работы являлось определение воз-
можности циркуляции грибов в системе конский 
каштан обыкновенный (Aesculus hippocasta-
num L., 1753) – каштановая минирующая моль 
(Cameraria ohridella Deschka et Dimić, 1986).

Материалы и методы
Работа проводилась с июня по октябрь 

2022 г. на базе кафедры микробиологии и физио-
логии растений Саратовского национального 
исследовательского государственного универ-
ситета имени Н. Г. Чернышевского.

В ходе энтомологического исследования 
А. В. Еремакиной были собраны пробы гусениц 
(3 поколения насекомых), мин и «здоровых» (без 
мин) листьев с постоянных точек наблюдения 
на территории г. Саратова, представленных на 
рис. 1 [25]. 

Рис. 1. Места сбора листьев конского каштана в г. Саратове на ул. Астраханской (1), Большой Садовой (2) и Набе-
режной Космонавтов (3)

Fig. 1. Places for collecting horse chestnut leaves in Saratov on Astrakhanskaya street (1), Bolshaya Sadovaya street (2) and 
Embankment of Cosmonauts (3)

1 2 3

Идентификацию личинок каштановой моли 
осуществлял доктор биологических наук, за-
ведующий кафедрой морфологии и экологии 
животных Саратовского национального иссле-
довательского государственного университета 
имени Н. Г. Чернышевского В. В. Аникин. 

Энтомологические и микологические ис-
следования полученных проб осуществляли 
стандартными методами. Идентификацию 
выделенных грибов проводили на основании 
изучения их фенотипических свойств по опре-
делителю микромицетов [26].

В ходе исследования определяли видовой 
состав, индекс встречаемости (ИВ) и количе-
ственные показатели (КОЕ/г) грибов «здоро-
вых» листьев конского каштана обыкновенного, 
гусениц каштановой минирующей моли и мин 
[27–29]. 

В программе Cluster Analysis рассчитывали 
коэффициент Жаккара как определение числа 
видов, общих для двух площадок, выраженное 
в процентах от общего числа видов.

Результаты исследований
По результатам энтомологического иссле-

дования, представленным в табл. 1, степень по-
ражения охридским минером листьев конского 
каштана обыкновенного в г. Саратове в 2022 г. 
с I по III поколение выросла в 33,5 раз.

Микологический анализ исследуемых объ-
ектов показал, что разнообразие грибов и их чис-
ленность менялись в зависимости от поколения 
каштановой моли. Анализ образцов I поколения 
каштановой моли позволил установить, что в 
пробах, собранных на улице Астраханской, гри-
бы были выделены только из мин и по результа-
там идентификации отнесены к роду Aspergillus 
(табл. 2). В образцах, полученных с точки отбора 
№ 2, расположенной на улице Большая Садовая, 
Aspergillus niger был выделен только из здоровых 
листьев, а из мин – грибы родов Cladosporium и 
Rhizopus. В точке отбора № 3, расположенной на 
Набережной Космонавтов, инфицированными 
оказались только мины каштановой моли, из 
которых был выделен 1 вид грибов Cladosporium 
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herbarum. Количественные показатели микро-
мицетов в точке отбора на улице Астраханская 
составляли от 102 до 3×102 КОЕ/г, на улице Боль-
шая Садовая варьировали в диапазоне от 102 до 
103 КОЕ/г, а на Набережной Космонавтов были 
в пределах 2∙102 КОЕ/г. Индекс встречаемости 
грибов на всех точках не превышал 20 %.

Таким образом, из проб I поколения каш-
тановой моли было выделено 3 рода грибов 
(Aspergillus, Cladosporium, Rhizopus), среди ко-
торых доминантным являлся род Aspergillus. 
Индекс встречаемости микромицетов находился 
в диапазоне от 20 до 100%.

Анализ образцов II поколения каштановой 
моли показал, что в минах, собранных на улице 
Астраханской, грибы отсутствовали, в здоровых 
листьях были обнаружены грибы рода Aspergillus, 
а в гусеницах – только грибы рода Penicillium 
(табл. 3). Наибольшее видовое разнообразие вы-
явлено в пробах, полученных с точки отбора 

на улице Большая Садовая. Так, из здоровых 
листьев были выделены два вида микромице-
тов – Aspergillus niger и Fusarium proliferatum, из 
гусениц – Alternaria alternata. Однако наибольшее 
количество видов грибов (n = 4) было обнаруже-
но в минах каштановой моли – Aspergillus niger, 
Rhizopus microsporus, Penicillium chrysogenum и 
Rhysopus stolonifer. Видовое разнообразие образ-
цов, полученных с Набережной Космонавтов было 
небольшим (n = 2), однако грибы рода Aspergillus 
были изолированы из всех исследуемых проб, 
а из мин также выделялся Rhysopus stolonifer. 
Количественные показатели микромицетов 
на улице Астраханская варьировали от 102 до 
2∙102 КОЕ/г, на улице Большая Садовая и Набе-
режная Космонавтов находились в диапазоне от 
102 до 105 КОЕ/г. Индекс встречаемости в точке 
отбора № 1 составил 40% для Aspergillus niger, в 
точке отбора № 2 – для всех грибов 20%, тогда как 
для точки отбора № 3 варьировал от 20 до 60%.

Таблица 1 / Table 1
Степень поражения охридским минером листьев конского каштана обыкновенного 

на территории г. Саратова 
The degree of damage by the Ohrid miner to the leaves of horse chestnut in the territory of Saratov

г. Саратов / Saratov

Показатель / 
Indicator

Степень поражения листьев, % / 
The degree of damage to the leaves, %

ул. Астраханская / 
Astrakhanskaya St.

ул. Большая 
Садовая / Bolshaya 

Sadovaya St.

Набережная Космонав-
тов / Embankment 

of Cosmonauts

I поколение / I generation

Среднее значение (по 3 деревьям) / 
Average value (over 3 trees) 1,3 1,5 2

Среднее значение макс. / Avg. Max. 3,90

Среднее значение мин. / Avg. Min 0,33

Среднее значение поражения / Avg. Defeat 1,6

II поколение / II generation

Среднее значение (по 3 деревьям) / 
Avg. (over 3 trees) 9,0 16,6 22,2

Среднее значение макс./ Avg. Max. 36,33

Среднее значение мин. / Avg. Min 3,43

Среднее значение поражения / Avg. Defeat 15,93

III поколение / III generation

Среднее значение (по 3 деревьям) / 
Avg. (over 3 trees) 51,5 49,1 60,2

Среднее значение макс. / Avg. Max. 72,9

Среднее значение мин. / Avg. Min 34,7

Среднее значение поражения / Avg. Defeat 53,6
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Таблица 2 / Table 2
Видовой состав и количественные показатели грибов I поколения на территории г. Саратова 

Species composition and quantitative indicators of fungi I generation in the territory of Saratov

г. Саратов (I поколение) / Saratov (I generation)

Грибы / Fungi

ул. Астраханская / Astrakhanskaya St.
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %
Aspergillus fl avus – – – – 3∙102 20
Aspergillus niger – – – – 102 20

Грибы / Fungi

ул. Большая Садовая / Bolshaya Sadovaya St.
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %
Aspergillus niger 103 20 – – – –
Cladosporium cladosporioides – – – – 3∙102 20
Rhizopus microsporus – – – – 102 20

Грибы / Fungi

ул. Набережная Космонавтов / Embankment of Cosmonauts
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %
Cladosporium herbarum – – – – 2∙102 20

Таблица 3 / Table 3
Видовой состав и количественные показатели грибов II поколения на территории г. Саратова 

Species composition and quantitative indicators of fungi II generation in the territory of Saratov

г. Саратов (II поколение) / Saratov (II generation)

Грибы / Fungi

ул. Астраханская / Astrakhanskaya St.
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %
Aspergillus fl avus 102 20 – – – –
Aspergillus niger 2∙102 40 – – – –
Penicillium notatum – – 102 20 – –

Грибы / Fungi

ул. Большая Садовая / Bolshaya Sadovaya St.
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %
Aspergillus niger 102 20 – – 5∙102 40
Fusarium proliferatum 3∙102 20 – – – –
Alternaria alternata – – 105 20 – –
Rhizopus microsporus – – – – 2∙102 20
Penicillium chrysogenum – – – – 2∙102 20
Rhysopus stolonifer – – – – 2∙102 20

Грибы / Fungi

Набережная Космонавтов / Embankment of Cosmonauts
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %
Aspergillus niger 103 40 102 20 5∙102 60
Rhysopus stolonifer – – – – 105 20

А. В. Еремакина и др. Циркуляция грибов в системе Aesculus hippocastanum – Cameraria ohridella
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Таблица 4 / Table 4
Видовой состав и количественные показатели грибов III поколения на территории г. Саратова 

Species composition and quantitative indicators of fungi III generation in the territory of Saratov

г. Саратов (III поколение) / Saratov (III generation)

Грибы / Fungi

ул. Астраханская / Astrakhanskaya St.
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %

Fusarium oxysporum 105 80 2∙105 80 – –

Aspergillus fumigatus 5∙104 100 103 20 105 60

Aspergillus parasiticus 103 40 103 20 5∙103 20

Aspergillus ochraceus – – 5∙103 40 – –

Rhizopus microsporus – – 5∙102 40 5∙102 20

Penicillium janthinellum – – 102 20 – –

Aspergillus terreus – – 3∙102 20 5∙102 20

Aspergillus niger – – 102 20 – –

Грибы / Fungi

ул. Большая Садовая / Bolshaya Sadovaya St.
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %

Fusarium oxysporum 104 40 105 60 104 20

Aspergillus fumigatus 104 80 2∙104 20 5∙104 60

Aspergillus parasiticus 105 80 5∙103 40 5∙104 80

Aspergillus ochraceus 103 20 – – – –

Penicillium janthinellum – – 102 20 – –

Penicillium digitatum 103 20 5∙102 40 5∙103 20

Aspergillus niger – – – – 5∙104 20

Грибы / Fungi

Набережная Космонавтов / Embankment of Cosmonauts
Здоровые листья / 
Нealthy leaves Гусеницы / Сaterpillars Мины / Mines

КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, % КОЕ/г / UI/g ИВ, % / OI, %

Fusarium oxysporum 5∙104 60 5∙104 60 105 60

Aspergillus fumigatus 102 20 – – – –

Aspergillus parasiticus 105 100 105 40 5∙103 40

Penicillium janthinellum 5∙102 20 – – 3∙102 20

Penicillium digitatum 103 40 5∙103 60 103 40

Fusarium proliferatum 5∙103 60 5∙103 20 2∙103 40

Aspergillus fl avus 5∙103 20 5∙102 20 5∙102 20

Aspergillus nidulans 102 20 – – – –

Cladosporium herbarum – – – – 105 20

Aspergillus niger 2∙102 40 102 20 103 20

Таким образом, из исследуемого матери-
ала II поколения каштановой моли выделены 
грибы, которые по результатам идентификации 
были отнесены к 5 родам (Aspergillus, Fusarium, 
Penicillium, Alternaria, Rhizopus). Среди них, как и 
при исследовании I поколения каштановой моли, 
доминантными оказались грибы рода Aspergillus.

В образцах III поколения каштановой 
моли, собранных на улице Астраханской, гри-
бы рода Aspergillus были обнаружены во всех 
исследуемых объектах третьего поколения 
каштановой минирующей моли, а наиболь-
шее видовое разнообразие плесневых грибов 
было характерно для гусениц (n = 8) (табл. 4). 
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Из всех образцов, полученных с точки отбора 
на улице Большая Садовая, были выделены 
грибы родов Aspergillus и Fusarium. Наиболее 
разнообразной оказалась микофлора, выделен-
ная со здоровых листьев на Набережной Космо-
навтов (n = 9) и мин (n = 8). В точке отбора № 1 
максимальная численность была установлена 
для грибов рода Aspergillus, в точке отбора 
№ 2 – родов Aspergillus и Fusarium, а в точке 
отбора № 3 – родов Fusarium, Aspergillus и 
Penicillium. Количественные показатели грибов 
на всех точках варьировали от 102 до 105 КОЕ/г. 
Индекс встречаемости микромицетов в точке 
№ 1 варьировал от 20 до 80%, тогда как в точках 
№ 2 и 3 достигал 100%.

Таким образом, из образцов исследуемого 
материала III поколения каштановой моли было 
выделено 5 родов грибов (Aspergillus, Fusarium, 
Penicillium, Cladosporium, Rhizopus), среди ко-
торых доминантными были рода Aspergillus и 
Fusarium.

Полученные результаты позволили устано-
вить доминирующие виды микромицетов для каж-
дого поколения каштановой моли: для I поколения 
было характерно доминирование грибов рода 
Aspergillus, для II поколения – родов Aspergillus 
и Fusarium, а для III поколения – рода Fusarium.

Таким образом, по результатам микологиче-
ского исследования образцов здоровых листьев, 
гусениц и мин каштановой моли, полученных с 
контрольных точек в г. Саратове, всего было выде-
лено 18 видов грибов родов Alternaria, Aspergillus, 
Cladosporium, Fusarium, Penicilliu и Rhizopus. Ко-
личественные показатели грибов варьировали от 
102 до 105 КОЕ/г. Для грибов были характерны 
рост общей обсемененности объектов, увеличение 
видового разнообразия и/или замещение видов.

Статистическую оценку видового и ко-
личественного разнообразия грибов конского 
каштана обыкновенного и гусениц каштановой 
минирующей моли проводили с использованием 
кластерного анализа (рис. 2, 3).

Рис. 2. Сходство видового состава грибов по коэффициенту Жаккара (качественный анализ)
Fig. 2. Similarity of the species composition of fungi by the Jacquard coeffi cient (qualitative analysis)

Рис. 3. Сходство количественного состава грибов по коэффициенту Жаккара (количественный анализ)
Fig. 3. Similarity of the quantitative composition of fungi by the Jacquard coeffi cient (quantitative analysis)
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Наибольшее сходство видового состава 
микромицетов наблюдали в III поколении у 
гусениц и мин (Kf = 83%). Здоровые листья 
третьего поколения моли также имели с ними 
высокое сродство – 68%.

Кластерный анализ определил наибольший 
показатель сходства количественного состава 
грибов между здоровыми листьями конского 
каштана I и II поколения каштановой моли 
(Kf = 59%). Пробы здоровых листьев и гусениц 
третьего поколения были сходны на 48%.

Таким образом, наибольшее сходство видо-
вого состава грибов наблюдали в III поколении 
гусениц охридского минера и листьев, поражен-
ных минером. На основании количественного 
анализа грибов максимальным сродством об-
ладали здоровые листья конского каштана I и 
II поколения каштановой моли.

Заключение
Циркуляция грибов в системе конский каш-

тан обыкновенный (Aesculus hippocasta num) – 
каштановая минирующая моль (Camera ria 
ohridella) является актуальной проблемой во 
многих городах Европы. Каштаны одни из 
наиболее предпочитаемых декоративных рас-
тений в городских ландшафтах, и их поражение 
данным инвазивным насекомым может нанести 
серьезный вред экологической и эстетической 
стороне городов. Каштановая моль – это фи-
тофаг, который зарекомендовал себя как один 
из наиболее значимых вредителей каштанов. 
Она широко распространена на территории 
г. Саратова и, активно размножаясь, значитель-
но увеличивает численность популяции, что, 
в свою очередь, приводит к быстрому пожел-
тению и опаданию листьев конского каштана 
обыкновенного и в конечном итоге к гибели 
растения. 

Многочисленная эндофитная микофлора в 
гусеницах охридского минера свидетельствует 
о том, что насекомые выступают в качестве 
резервуара и переносчика различных грибов. 
Кроме того, большое количество микромицетов 
обнаружено в здоровых листьях растения, на 
основе чего можно сделать вывод, что каштано-
вая минирующая моль способствует быстрому 
и направленному распространению грибов, до-
полнительно заражая листья каштана конского 
обыкновенного и приводя к развитию грибковых 
поражений.

Повышение информированности населения 
и выделение средств на борьбу с каштановой 

минирующей молью являются эффективными 
методами в предотвращении распространения 
инвазивного вредителя и гибели каштанов. 
Кроме того, необходимо вести систематическую 
борьбу против каштановой минирующей моли в 
местах насаждений каштанов, а также регулярно 
проводить санитарную обрезку пораженных 
растений. 
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