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токсинами делает актуальным разработку новы х методов их сорбции, выделения и опре-
деления. Молекулярный импринтинг является перспективным методом распознавания и 
выделения целевых молекул на основе механизма специфической сорбции. Рассмотрена 
возможность получения и практического использования специфических к микотоксинам 
селективных сорбентов на основе импринтированных структур полианилина, с использо-
ванием структурного аналога микотоксина зеараленона – 4-гидроксикумарина. Проведён 
выбор оптимального носителя для получения молекулярно-импринтированных полиме-
ров. Изучена эффективность и специфичность сорбции 4-гидроксикумарина из модель-
ных растворов, а также показана практическая возможность сорбции и извлечения зеара-
ленона из искусственно загрязнённого экстракта пшеницы.
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И. Р. Бирюков и др. Селективные сорбенты для микотоксинов на основе полианилина

Введение

Плесневые грибы поражают основные для 
сельского хозяйства культуры, в том числе 
злаковые, вызывая их загрязнение первичны-
ми и вторичными метаболитами своей жиз-
недеятельности, к которым относятся мико-
токсины [1]. Многочисленные виды Fusarium 
вызывают загрязнение злаков зеараленоном 
(ЗЕА) – нестероидным эстрогенным микоток-
сином [2]. Актуальность совершенствования 
методов экстракции и определения ЗЕА обу-
словлена его высо кой токсичностью (ЛД50 для 
мышей = 500 мг/кг [3]), а также его распростра-
нённостью среди злаковых культур, произрас-
тающих на территории Российской Федерации 
[4, 5]. В странах Евразийского экономического 
союза (ЕАЭС) предельно допустимым уров-
нем содержания ЗЕА в злаковых культурах 
является 1,0 мг/кг [6, 7]. 

Наибольшее распространение для опреде-
ления ЗЕА получили коммерческие иммуно-
химические тест-системы и различные виды 
жидкостной хроматографии [8, 9]. Несмотря на 
неоспоримые преимущества таких систем, их 
практическое применение в рутинных опреде-
лениях в значительной степени ограничивается 
высокой стоимостью и необходимостью прове-
дения трудоемких процедур пробоподготовки. 

Наиболее простым методом выделения ЗЕА 
является твердофазная экстракция (ТФЭ). Для 
сорбции и выделения ЗЕА перспективно исполь-
зование селективных сорбентов, полученных 
техникой молекулярного импринтинга. В этом 
случае в составе сорбента образуется структура 
молекулярно-импринтированного полимера 
(МИП), характеризующегося наличием сайтов 
связывания, комплементарных структуре целе-
вой молекулы [10].

По своей структуре и свойствам МИП и 
сорбенты на их основе представляют собой 
природоподобные рецепторы, преимуществами 
которых являются простота эксплуатации, воз-
можность повторного использования, низкая сто-
имость и возможность применения в достаточно 
агрессивных средах [11, 12]. К недостаткам МИП 
сорбентов относятся неравномерность распреде-
ления сайтов связывания в полимерной матрице, 
сложность очистки полимерной структуры от 
молекул шаблона и возможное разрушение сай-
тов связывания в процессе очистки [13].

Указанные недостатки могут быть в значи-
тельной степени преодолены с использованием 
подхода поверхностного молекулярного им-
принтинга, при котором специфические сайты 
связывания локализованы на поверхности сор-
бента, тем самым увеличивая эффективность 
элюирования и сорбции молекулы-шаблона 
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[14]. Широкое распространение получило при-
менение диоксида кремния в качестве носителей 
МИП сорбентов для поверхностного имприн-
тинга [15]. Частицы диоксида кремния (SiO2) 
химически стабильны, коммерчески доступны, 
характеризуются высокой удельной площадью 
поверхности [14]. Поверхность диоксида кремния 
содержит силанольные группы, позволяющие 
проводить модификацию и прививку функцио-
нальных мономеров [15].

Значительный интерес представляет воз-
можность использования проводящих поли-
меров для реализации различных тест-систем 
за счет создания полимерной матрицы МИП и 
возможности регистрации аналитического сиг-
нала как электрическими, так и оптическими 
методами. Среди различных проводящих по-
лисопряжённых полимеров одним из наиболее 
изученных и интересных является полианилин 
(ПАНИ). ПАНИ безвреден для окружающей 
среды, стабилен в течение длительного време-
ни, прекурсоры для его синтеза коммерчески 
доступны. Благодаря механизму молекулярной 
самосборки ПАНИ склонен к образованию над-
молекулярных структур с высокоразвитой по-
верхностью [16].

МИП на основе ПАНИ (ПАНИ МИП), спец-
ифичные к низко- и высокомолекулярным анали-

там успешно получены на поверхностях частиц 
SiO2, микропланшетов и мультикапилляров [17], 
[16]. При этом для получения практически зна-
чимых тест-систем привлекательными являются 
микропланшеты, поверхность которых может 
быть использована в качестве носителя для про-
ведения поверхностного молекулярного имприн-
тинга [16]. Для получения МИП сорбентов на 
поверхности носителей полимеризацию анилина 
проводят в присутствии различных окислителей, 
среди которых наиболее распространенным яв-
ляется пероксидисульфат аммония (рис. 1). Об-
разование ассоциата функциональный мономер 
анилина–молекула шаблона происходит за счёт 
водородных связей [18]. В работе [19] авторами 
показана возможность применения ПАНИ для 
получения МИП, специфичных к афлатоксину 
В1 и фумонизину В1 на поверхности стеклянных 
электродов, покрытых слоем оксидами индия-
олова. При этом в качестве молекулы шаблона 
использованы микотоксины, что является не-
желательным из-за их токсичности и высокой 
стоимости. Авторами работы [20] установлено, 
что такие микотоксины, как молекулы шаблона 
могут быть заменены на менее токсичные струк-
турные аналоги. В случае ЗЕА такими молекула-
ми являются производные кумарина, варфарин 
и кверцетин [21, 22].

Целью настоящей работы являлось полу-
чение селективного к ЗЕА сорбента на основе 
ПАНИ МИП на различных подложках: (1) на 
поверхности SiO2 (SiO2@ПАНИ МИП) в качестве 
сорбента ЗЕА в кормах для животных, (2) на по-
верхности микропланшета (ПАНИ МИП) для 
тест-определения ЗЕА. В качестве молекулы ша-
блона использовали 4-гидроксикумарин (4-ГК). 

Материалы и методы

Аппаратура. Оптическую плотность раство-
ров измеряли на спектрофотометре «Shimadzu 
UV–1800» (Shimadzu, Япония), ИК-спектры 

регистрировали на ИК-фурье-спектрометре 
FT-801 (Симекс, Россия). Модифицированные 
МИП поверхности носителей исследовали на 
сканирующем электронном микроскопе Tescan 
MIRA II LMU (Tescan, Чехия).

Реактивы. Использовали гидрохлорид ани-
лина, пероксидисульфат аммония, 4-ГК (Merck, 
Германия). Для приготовления растворов ис-
пользованы: бидистиллированная вода (БД), 
ацетонитрил (о.с.ч.), кислота уксусная (ледяная, 
х.ч. Реахим, Россия),  этанол (97,6%) и карбонат-
ный буфер (pH 9,5, ПанЭко, Россия). 

Материалы. В работе использовали Аэро-
силтм 200 (SiO2, Evonik, Герма  ния), поли-

Рис. 1. Схема химической окислительной полимеризации гидрохлорида анилина
Fig. 1. Scheme of chemical oxidative polymerization of aniline hydrochloride



Химия 7

Очистку сайтов связывания МИП про-
водили в несколько этапов. Сначала раство-
ром аскорбиновой кислоты (0,57 мМ, БД, 2×, 
300 мкл /лунка) удаляли непрореагировав-
шие остатки окислителя, после чего смесью 
этанол : уксусная кислота (90:10% об., 10×, 
300 мкл/лунка) проводили статическую экс-
тракцию 4-ГК. Контроль удаления молекул 
шаблона из полимерной матрицы прово-
дили регистрацией спектров поглощения 
(250–400 нм) смеси после инкубации. После 
достижения минимальных постоянных значе-
ний оптической плотности (280 нм, 0,02) смеси 
лунки микропланшета промывали БД (3×, 
300 мкл/лунка) и использовали для твердофаз-
ной экстракции 4-ГК из модельного раствора.

Получение SiO2@ПАНИ МИП. Для полу-
чения селективного сорбента на основе SiO2 
использована модифицированная методика 

[23] (рис. 3). Навеску SiO2 (66,7 мг) и раствор 
4-ГК (20 мМ, 3,2 мг/мл, БД) добавляли в рас-
твор гидрохлорида анилина (110 мМ, БД) и 
инкубировали (1 ч, 25 °C). После чего в смесь с 
помощью шприцевого насоса (0,5 мл/ч, 8ч, 25°C) 
вносили раствор пероксидисульфата аммония 
(55 мМ, БД) при перемешивании. Полученную 
смесь инкубировали при постоянном перемеши-
вании (16 ч, 25°C). Модифицированные ПАНИ 
МИП частицы SiO2 фильтровали и высушивали 
в вакууме при нагревании (50°С). Получение 
неимпринтированных структур ПАНИ на по-
верхности SiO2 проведено аналогично, без до-
бавления молекулы шаблона.

Удаление молекул шаблона проводили 
смесью этанол : уксусная кислота (90:10% об.) 
с использованием статической, динамиче-
ской и циклической непрерывной экстракции. 
В случае статической экстракции порошок 

стирольный 96-луночный несорбирующий 
микропланшет (Биосервис, Россия) и фритту 
(Frits-3mL, 20 UM, Varian).

ПАНИ МИП на поверхности микроплан-
шета. Получение ПАНИ МИП на поверхности 
микропланшета проводили по двухстадийной 
методике [16] с незначительными измене-
ниями (рис. 2). На первом этапе проводили 
синтез удерживающего слоя ПАНИ. Для это в 
лунки микропланшета последовательно вно-
сили растворы гидрохлорида анилина (1 М, 
100 мкл/лунка) и пероксодисульфата аммония 
(1,25 М, 100 мкл/лунка) в 0,2 М HCl. Полученную 
смесь инкубировали (25 °C) в течение 90 с до 
образования слоя ПАНИ. Модифицированную 
поверхность лунок промывали раствором аскор-

биновой кислоты (5,7 мМ, БД, 300 мкл/лунка) 
и БД (3×, 300 мкл/лунка) для удаления непро-
реагировавших остатков окислителя. На втором 
этапе проводили импринтинг структур ПАНИ 
в присутствии молекулы шаблона. Для этого в 
раствор гидрохлорида анилина (15,4 мМ, 6 мМ 
HCl) вносили 4-ГК (154 мкМ) и инкубировали 
(25°C) в течение 30 мин. После чего в лунки 
последовательно вносили раствор ассоциата 
(100 мкл/лунка) и пероксодисульфата аммо-
ния (17,5 мМ, 6 мМ HCl), инкубировали (25°C, 
90 мин) и удаляли реакционную смесь из лунок. 
Получение неимпринтированных структур 
ПАНИ на поверхности лунок микропланшета 
проводили аналогично, за исключением стадии 
образования ассоциата.

Рис. 2. Твердофазная экстракция на ПАНИ МИП: 1 – синтез удерживающего слоя ПАНИ; 2 – получение анти-4-ГК 
МИП на поверхности микропланшета; 3 – внесение модельного раствора 4-ГК (5 мкг/мл, БД) в модифицированные 

лунки, проведение твердофазной экстракции; 4 – регистрация спектров поглощения надосадочной жидкости
Fig. 2. PANI MIP solid-phase extraction: 1 – synthesis of the PANI retention layer, 2 – modifi cation of microplate by PANI 
MIP, 3 – addition of a model solution of 4-HC (5 μg/mL, BW) to modifi ed wells, solid-phase extraction, 4 – recording ab-

sorption spectra of the supernatant

1 2 3 4
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SiO2@ПАНИ МИП вносили в пластиковую про-
бирку, заполняли указанной смесью (40 мл) и ин-
кубировали (30 мин, 25 °C) при примешивании 
на горизонтальном шейкере. После чего частицы 
SiO2@ПАНИ МИП осаждали центрифуги-
рованием (6000×g, 5 мин), надосадочную 
жидкость отбирали и регистрировали спек-
тры поглощения (250–400 нм). Для прове-
дения динамической экстракции порошок 
SiO2@ПАНИ МИП вносили в стеклянную 
колонку с установленной стекловолоконной 
фриттой. Колонку заполняли указанной смесью, 
проводили элюирование 4-ГК при постоянном 
объёме смеси, отбирая фракции (2 мл) и ре-
гистрируя спектры поглощения (250–400 нм). 
Циклическая экстракция проводилась с ис-
пользованием аппарата Сокслета. Порошок 
SiO2@ПАНИ МИП засыпали в бумажный 
патрон и устанавливали в экстрактор. Смесь 
нагревали до кипения и после заполнения экс-
тракционной камеры смесью отбирали фракцию 
растворителя и регистрировали спектры погло-
щения (250–400 нм). Процедуры повторяли до 
полного удаления молекул шаблона. Очищен-
ные частицы SiO2@ПАНИ высушивали (50°С, 
вакуум) и использовали для твердофазной 
экстракции 5,7-диметоксикумарина (5,7-ДМК), 
кумарина, кверцетина из модельных растворов 
и ЗЕА из экстракта пшеницы.

Сорбционные характеристики МИП. Для 
оценки эффективности и специфичности сорб-
ции на МИП проводили расчет степени извле-

чения (Извлечение (%) = 
АМИП(НИП)

ААНАЛИТ
) и импринтинг 

фактора (ИФ (отн. ед.) = 
АНИП

АМИП
).

Подготовка экстракта пшеницы. Навеску 
молотого зерна пшеницы (1 г) экстрагиро-

вали в 5 мл смеси ацетонитрил/вода (70:30) 
в течение 15 мин на горизонтальном шейкере 
(25°C). Полученный раствор центрифугирова-
ли (4000×g, 20 мин), надосадочную жидкость 
разводили в четыре раза фосфатно- солевым 
буфером (ФСБ) (конечное разведение состав-
ляло 1/20).

Результаты и их обсуждение

Анализ поверхностных характеристик 
МИП сорбентов. Исследование поверхности 
ПАНИ МИП и SiO2@ ПАНИ МИП прово-
дилось методом сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ). На рис. 4, 1 представлены 
СЭМ-изображения селективного сорбента на 
основе SiO2, модифицированного ПАНИ МИП, 
и поверхности лунок микропланшета после 
получения ПАНИ МИП.

Установлено, что после проведения мо-
дификации SiO2 диаметр частиц находится в 
диапазоне от 60 до 100 нм, границы отдельных 
частиц четко определены, что свидетельству-
ет о незначительной степени их агломерации 
в процессе импринтинга. На поверхности 
лунок микропланшета (рис. 4) находится 
удерживающий слой ПАНИ, сформированный 
наночастицами ~30 нм и супрамолекулярные 
структуры ПАНИ МИП. Отсутствие структур 
нанопроволок после получения МИП связано 
с отсутствием буферного эффекта белковых 
молекул при проведении импринтинга [16] и 
приводит к высокому уровню неспецифиче-
ской сорбции.

Результаты ИК-спектроскопии образцов, 
представленные на рис. 4, 2, свидетельствуют, 
что в спектрах присутствуют основные полосы 
1600 и 1493 см−1, которые соответствуют ко-

Рис. 3. Твердофазная экстракция на SiO2@ПАНИ МИП: 1 – получение ПАНИ МИП на поверхности частиц SiO2; 
2, 3 – внесение сорбента в модельных раствор 4-ГК (БД) и проведение твердофазной экстракции; 4 – регистрация 

спектров поглощения надосадочной жидкости
Fig. 3. SiO2@PANI MIP solid-phase extraction: 1 – PANI MIP forming on the of SiO2 particles; 2, 3 – adding sorbent to 

4-HC (BW) model solution; 4 – solid-phase extraction, recording spectra supernatant absorption

1 2 3 4
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лебаниям хиноидного (N=Q=N) и бензольного 
(N−B−N) колец [24], полоса 1306 см−1 относится 
к колебаниям связи C−N, а полоса поглощения 
1155 см−1 в спектре, по-видимому, связана с 
колебаниями фрагмента B−NH+−Q. Для всех 
представленных спектров интенсивность бен-
зольной компоненты немного больше, чем у 
хиноидной. Наличие обеих полос указывает на 
частично окисленное состояние полианилина во 
всех образцах, что соответствует эмералдиновой 
форме ПАНИ.

Выбор метода очистки ПАНИ МИП от 
4-ГК. Проведено сравнительное изучение мето-
дов очистки ПАНИ МИП от молекул шаблонов. 
Результаты представлены проекциями спектров 
поглощения надосадочных жидкостей и фракций 
после проведения экстракции 4-ГК из матрицы 
ПАНИ МИП (рис. 5). В случае микропланшета 
практически полное (~95%) удаление молекул 
шаблона достигается при проведении не менее 
10 стадий (2,5 мл) статической экстракции. 
Эффективное извлечение (~96%) 4-ГК из сор-
бента SiO2@МИП ПАНИ методом статической 
экстракции происходит за 16 стадий (600 мл). 
Использование метода динамической экстрак-
ции позволяет сократить объем используемого 
элюента до 250 мл и достичь максимальной 

степени очистки (~98%). Использование метода 
циклической экстракции с объёмом элюента 
250 мл и отбором фракции (45 мл) в течение 
90 мин после отбора 7 фракций позволило до-
стичь степени извлечения 4-ГК в ~92%.

Сорбционные характеристики ПАНИ МИП 
и SiO2@ПАНИ МИП. Проведено сравнение 
сорбционных свойств ПАНИ МИП, полученных 
на поверхности микропланшета и частиц SiO2 
(рис. 6). Эффективность извлечения 4-ГК из 
модельного раствора оценивали по изменению 
оптической плотности. Степень извлечения 4-ГК 
(15 мкг, БД) на модифицированную ПАНИ МИП 
поверхность лунок микропланшета составила 
28,0% (ИФ = 1,3). Низкие значения степени и 
специфичности извлечения обусловлены отсут-
ствием структур типа нанопроволок при полу-
чении ПАНИ МИП, приводящим к образованию 
меньшего количества сайтов связывания. 

Проведено изучение влияния метода очист-
ки SiO2@ПАНИ МИП на эффективность и 
специфичность извлечения 4-ГК из модельного 
раствора (30 мкг, БД). Степень извлечения умень-
шалась в ряду: статическая (95%), циклическая 
(78%) и динамическая экстракция (62%). При 
этом максимальная специфичность (ИФ = 2,4)
достигнута для образцов, очищенных методом 

Рис. 4. СЭМ-изображения (1) и ИК-фурье-спектры (2) модифицированных ПАНИ 
МИП частиц SiO2 (а) и поверхности микропланшета (б)

Fig. 4. SEM images (1) and FT-IR spectra (2) of PANI MIP-modifi ed SiO2 particles 
(a) and microplate surface (b)

1

2

а /a б/b
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динамической экстракции. Предположитель-
но данный эффект связан с наименьшей де-
струкцией сайтов связывания при проведении 
элюации.

Влияние pH. Показано, что кислотность 
среды (рис. 7) значительно влияет на степень 

извлечения 4-ГК из модельного раствора 
(15 мкг). Степень извлечения увеличивается 
с возрастанием pH, достигая максимума при 
pH ~ 6 (92%). В то же время максимальная 
специфичность сорбции достигнута при pH ~ 9 
(ИФ = 3,1). Данный эффект может быть объяс-

Рис. 5. Влияние объёма элюента на проекции спектров поглощения фрак-
ций, полученных при очистке сайтов связывания анти-4-ГК МИП на 
поверхности микропланшета (1) и частиц SiO2 (2, 3, 4). Удаление молекул 
шаблона статической (1, 2), динамической (3) и непрерывной циклической 

экстракцией (4)
Fig. 5. The infl uence of the eluent volume to absorption spectra of the fraction 
during the purifi cation of the MIP formed at the microplate (1) and SiO2 particles 
(2, 3, 4). Removal of template molecules by static (1, 2), dynamic (3) and continu-

ous cyclic extraction (4)
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Рис. 6. Влияние метода очистки МИП (статическая (а), динамическая (б) и непрерывной цикличе-
ская экстракция (в)) на степень (1) и селективность (2) извлечения 4-ГК (30 мкг/мл) с использованием 

SiO2@ПАНИ МИП (10 мг)
Fig. 6. The infl uence of the MIP purifi cation by static (a), dynamic (b) and continuous cyclic extraction (c) 

to effi centy (1) and selectivity (2) of 4-HA solid state extraction (5 μg/mL) by SiO2@PANI MIP (10 mg)
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нён нейтрализацией частично положительно 
заряженной поверхности ПАНИ отрицательно 
заряженными гидроксил ионами, что снижает 
неспецифическую электростатическую сорбцию. 

Селективность SiO2@ПАНИ МИП к близ-
ким по структуре молекулам. Установлено, что 
полученные SiO2@ПАНИ МИП способны к 
специфической сорбции структурных аналогов 
4-ГК (рис. 8, а). Это связано с тем, что физическая 
сорбция основана на гидрофобных, электро-
статических, водородных и ван-дер-ваальсовых 

силах, возникающих между целевой молекулой 
и сайтом связывания МИП. При этом возможно 
специфическое связывание не только близких 
структурных аналогов молекулы шаблона, но 
и веществ, имеющих в своем составе схожие 
комбинации структурных элементов и функци-
ональных групп.

Для оценки специфичности (см. рис. 8, б) 
полученного SiO2@ПАНИ МИП к ЗЕА прово-
дили экстракцию микотоксина из искусственно 
загрязнённого экстракта пшеницы. 

Рис. 7. Влияние pH на степень (а) и специфичность (б) извлечения 4-ГК (30 мкг/мл) с использованием 
SiO2@ПАНИ МИП (10 мг)

Fig. 7. The effect of pH to effi ciency (a) and specifi city (b) of 4-HC (5 μg/mL) solid state extraction by SiO2@
PANI MIP (10 mg)

Рис. 8. Степень извлечения структурно близких соединении из модельных растворов (а) и ЗЕА 
из экстракта пшеницы (б) до и после внесения ЗЕА (10 мкг/мл) с использованием SiO2@ПАНИ 

МИП (10 мг)
Fig. 8. The extraction effi ciency of structurally similar compounds from model solutions (a) and ZEA 
from wheat extract (b) before and after artifi cial contamination by ZEA (100 μg/ml) by SiO2@PANI 

MIP (10 mg)
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В выбранных условиях (pH 9) степень из-
влечения 5,7-диметоксикумарина составила 
65,0%, кверцетина 55,0%, кумарина 51,2% со-
ответственно. Уменьшение эффективности 
извлечения может быть объяснено различиями 
в строении молекул. Изучение сорбции ЗЕА 
из образца экстракта пшеницы и экстракта 
пшеницы, искусственно загрязнённого ЗЕА 
(10 мкг/мл), демонстрирует степень извлечения 
38 и 57% соответственно. Данный эффект связан 
со значительным содержанием в экстракте со-
единений кумаринового ряда, которые снижают 
специфическую сорбцию ЗЕА.

Заключение

Показана возможность получения и прак-
тического использования специфических к 
микотоксинам селективных сорбентов на 
основе импринтированных структур ПАНИ, 
полученных с использованием в качестве моле-
кулы шаблона структурного аналога микоток-
сина ЗЕА – 4-ГК. Характеристики полученных 
селективных сорбентов изучены в форматах 
микропланшета и модифицированного SiO2. 
Показана возможность замены ЗЕА на менее 
токсичные молекулы шаблоны. Полученные 
сорбенты продемонстрировали импринтинг-
фактор на уровне 3,1 и степень извлечения ЗЕА 
из модельного загрязненного образца экстракта 
зерна пшеницы на уровне 58%. 
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Abstract. Currently, the search for new types of carriers for low-molecular weight substances, as well as the development of optimal methods 
for the eff ective encapsulation of these substances are important tasks of modern chemistry and pharmacology. However, there are still limita-
tions in this area, among which one of the most signifi cant is the lack of the optimal carrier capable of stably retaining a low-molecular weight 
substance. The work presents hybrid polymer structures obtained by in situ hydrothermal synthesis as an eff ective candidate for these purposes. 
The fl uorescent dye rhodamine B has been used as a model low-molecular weight substance for encapsulation into the structures. The resulting 
hybrid polymer structures demonstrated good stability when stored in an aqueous environment for 336 h with the release of the low-molecular 
weight dye rhodamine B no more than 2%. In addition, the infl uence of the conditions for obtaining hybrid carriers (including the composition of 
the carriers (thickness of the polymer shell and the presence of a calcium carbonate core) and synthesis temperature) on their physical-chemical 
characteristics has been studied. Thus, the optimal approach for obtaining fl uorescent hybrid polymer carriers with a set of desired properties 
has been revealed. In particular, it has been shown that the optimal production conditions are hydrothermal synthesis temperature of 180 °C 
and the absence of CaCO3 core inside the polyelectrolyte shell which allow us to obtain a stable hybrid polymer carrier with bright fl uorescence. 
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Введение

Инкапсуляция низкомолекулярных веществ 
в различные носители является одной из важ-
ных задач современной химии, однако широкое 
применение таких носителей ограничено рядом 
недостатков [1]. Процесс инкапсуляции является 
комплексным и осложнен наличием таких по-
бочных эффектов, как низкая эффективность 
загрузки, диффузия инкапсулянта в среду и огра-
ниченный круг носителей, способных эффектив-
но предотвратить спонтанное высвобождение 
веществ в среду [2–4]. В качестве матриц-носи-
телей низкомолекулярных веществ используют 
полимерные наночастицы [5], различного рода 
эмульсии [6–9], структуры «ядро–оболочка» 
[10, 11], массивы так называемых «чемберов» [12, 
13], а также цеолитные структуры [14].

Полимерные микрокапсулы представляют 
собой универсальный носитель [15], позволяю-
щий инкапсулировать широкий спектр веществ 
[16–22]. Простота получения, легко изменяемые и 
управляемые свойства – главные преимущества 
данных систем [23]. Основными физико-химиче-
скими свойствами являются их механические 
свойства и поведение в растворах при изменении 
внешних условий. Один из ключевых параметров 
– проницаемость оболочек микрокапсул, которая 

и определяет условия иммобилизации веществ 
и их высвобождение в среду. Известно, что про-
ницаемость полиэлектролитной оболочки зави-
сит от состава и толщины самой оболочки [24], 
заряда диффундирующих соединений, а также 
таких факторов окружающей среды, как темпе-
ратура, рН и ионная сила раствора, полярность 
растворителя [25–29]. Поскольку инкапсуляция 
низкомолекулярных веществ требует оптими-
зации подходов к загрузке и стабилизации этих 
веществ, то варьирование состава и параметров 
получения полимерных носителей позволит соз-
дать носители с контролируемыми свойствами и 
способные выполнить требуемые задачи.

Ранее был разработан тип гибридных тер-
мообработанных полимерных носителей, содер-
жащих низкомолекулярный флуоресцентный 
краситель родамин Б, которые прекрасно себя 
зарекомендовали в качестве фотопереключае-
мых клеточных меток [30–32]. Варьирование па-
раметров процесса получения флуоресцентных 
меток поможет оптимизировать протокол полу-
чения, а также улучшить свойства разрабаты-
ваемых систем. Поэтому целью данной работы 
было изучение влияния состава гибридных по-
лимерных носителей и температуры гидротер-
мального синтеза на структуру и стабильность 
разрабатываемых систем.
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Материалы и методы

Полиаллиламин  гидрохлорид  (PAH, 
Mw = 17.5 kDa), полистиролсульфонат натрия 
(PSS, Mw = 70 kDa), натриевая соль декстрана 
сульфата (DS, Mw = 40 kDa), родамин Б (RhB), 
кальция хлорид дигидрат, натрия карбонат, 
соляная кислота и натрия хлорид производ-
ства Sigma.

Для приготовления растворов использо-
валась деионизованная вода (ДВ) с удельным 
сопротивлением более 18.2 МОм см–1, полу-
ченная на системе очистки воды Milli-Q Direct 
8 (Millipore).

Формирование гибридных полимерных 
носителей гидротермальным методом

Микрочастицы карбоната кальция со 
структурной модификацией ватерита, высту-
пающие в качестве ядра, были синтезированы 
путем смешивания растворов солей хлорида 
кальция и карбоната натрия [16]. Для этого 
равные объемы (2 мл) эквимолярных солей 
(0.33 M) смешивались при интенсивном пере-
мешивании. Затем на сформированные части-
цы CaCO3 (40 мг) методом последовательной 
адсорбции наносились слои полиэлектролитов 
PAH и PSS (2 мл, 1 мг/мл в 0.15 M или 0.5 M 
NaCl) при перемешивании на вертикальном 
ротаторе в течение 15 мин. Между нанесения-
ми полиэлектролитов проводились процедуры 
центрифугирования (900 g, 1 мин) и про-
мывки ДВ. После формирования гибридных 
структур с полимерной оболочкой состава 
(PAH/PSS)4 (ПЭ, PE) часть образцов обраба-
тывали соляной кислотой (0.2 М), в резуль-
тате чего ватеритное ядро растворялось и 
формировались полые микрокапсулы состава 
(PAH/PSS)4. Затем полученные структуры как 
полые, так и ядро/оболочка, инкубировались в 
водном растворе DS (1 мл, 2 мг/мл) в течение 
1 ч, центрифугировались и затем диспергиро-
вались в водном растворе красителя RhB (2 мл, 
0.5 мг/мл). Суспензию переносили в автоклав 
высокого давления. После 3 ч гидротермаль-
ного синтеза при температурах 100, 150, 180 
и 200 °C полученные образцы тщательно про-
мывали ДВ, пока надосадочная жидкость не 
стала бесцветной. 

В результате были получены образцы 
гидротермально обработанных гибридных 
полимерных носителей различного состава, 
характеристики которых представлены в таб-
лице.

Характеристики гидротермально обработанных 
гибридных полимерных носителей

Table. Characteristics of hydrothermally treated 
hybrid polymer carriers

Реагент / Reagent Название образца / 
Sample nameСаСО3 0.15 М NaCl 0.5 М NaCl

– + – ПЭ(0.15; t) 

PE(0.15; t)

+ + – CaCO3/ПЭ(0.15; t)
CaCO3/PE(0.15; t)

– – + ПЭ(0.5; t)
PE(0.5; t)

+ – + CaCO3/ПЭ(0.5; t)
CaCO3/PE(0.5; t)

Примечание. ПЭ – полиэлектролитная оболочка 
состава (PAH/PSS)4; t здесь и далее при описании ука-
зывает температуру гидротермального синтеза (100, 
150, 180 или 200 °C).

Note. PE – polyelectrolyte shell of composition 
(PAH/PSS)4; t hereinafter in the description indicates 
the hydrothermal synthesis temperature (100, 150, 180 
or 200 °C).

Характеризация гидротермально обра-
ботанных гибридных полимерных носителей

Сканирующая электронная микроско-
пия (СЭМ) проводилась с использованием 
MIRA II LMU (TESCAN, Чехия). Для этого 
каплю водной суспензии образца помеща-
ли на кремниевую пластину и оставляли до 
полного высыхания. Затем наносили тонкий 
слой золота (толщина около 5 нм) с помощью 
установки вакуумного напыления Emitech 
K350 (Emitech Ltd, Англия). Изображения СЭМ 
были проанализированы с использованием 
программного обеспечения ImageJ [33], для 
каждого типа образца выборка составляла 100 
частиц.

Спектры поглощения и флуоресценции 
записывались с помощью спектрометра Shi-
madzu UV-1800 (Shimadzu, Япония) и мульти-
функционального флуориметра Cary Eclipse 
(Agilent Technologies, Aвстралия) соответ-
ственно.

Стабильность  полученных  гидротер-
мально обработанных гибридных полимер-
ных носителей проводили в ДВ. Для этого 
25 × 106 частиц заливали 2 мл ДВ, инкубиро-
вали в течение определенного времени, затем 
центрифугировали, отбирали супернатанты и 
повторно заливали 2 мл ДВ. Все супернатанты 
собирались для дальнейшего измерения опти-

А. А. Ковыршина и др. Исследование зависимости физико-химических свойств носителей 
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ческой плотности. Количество вышедшего из 
носителей красителя (в %) было рассчитано 
как отношение изменения массы красите-
ля в супернатантах к исходной массе кра-
сителя.

Результаты и их обсуждение

Формирование гибридных полимерных 
носителей является многостадийным процес-
сом. Схема получения представлена на рис. 1.

Рис. 1. Схема формирования гибридных полимерных носителей
Fig. 1. Preparation scheme of hybrid polymer carriers

Формирование микрочастиц карбоната 
кальция 

На первом этапе получали сферические по-
ристые микрочастицы карбоната кальция. Из 
анализа СЭМ-изображений (рис. 2, а) видно, что 

сформированные частицы имеют сферическую 
форму, которая соответствует структурной 
модификации ватерита [34], а средний размер 
полученных частиц лежит в диапазоне 2.05 ± 
0.54 мкм (см. рис. 2, б). 

Рис. 2. СЭМ-изображение частиц карбоната кальция: а – со структурой ватерита; б – распределение 
частиц по размерам

Fig. 2. SEM-image of calcium carbonate particles: a – with a vaterite structure; b – particle size distribution
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Формирование гибридных полимерных 
носителей 

На втором этапе методом последователь-
ной адсорбции полиэлектролитов формировали 
оболочки на микрочастицах CaCO3. Для этого 
микрочастицы поочередно инкубировали в во-
дных растворах PAH и PSS с различной ионной 
силой (0.15 и 0.5 М NaCl). После формирова-
ния структур CaCO3/PE(0.15) и CaCO3/PE(0.5) 
«ядро–оболочка» для части образца проводили 
растворение ватеритного ядра, и для дальнейшей 
работы использовали полые оболочки (микро-
капсулы PE(0.15) и PE(0.5)).

Полученные структуры «ядро–оболочка» 
и микрокапсулы далее использовали в качестве 
прекурсора для формирования гибридных по-
лимерных носителей. Для этого структуры 
поочередно инкубировали в водном растворе 
DSS, а затем в водном растворе флуоресцент-
ного красителя RhB, в котором далее прово-
дили гидротермальный синтез. Варьирование 
температуры проводили с целью изучения 
влияния температуры на процесс формирования 
носителей.

Поскольку подобные разрабатываемым 
структуры ранее уже были апробированы в ка-
честве фотоконвертируемых меток для трекинга 
клеток [30–32], то задача усиления эффектив-
ности фотоконверсии является целесообразной. 
Ранее предполагалось, что в основе этого процес-
са лежит фотохимическое разложение красителя 
RhB под действием лазерного облучения, фото-
катализируемое углеродными структурами [31, 
35]. Введение в систему дополнительных источ-
ников углеродных структур, таких как DS, может 
привести к увеличению содержания углерода и 
тем самым усилить фотоконверсию. Известно, 
что такие структуры на основе DS обладают 
хорошими фотокаталитическими свойствами 
[36]; кроме того, этот полимер имеет высокий 
отрицательный заряд в водной среде, что может 
препятствовать агрегации флуоресцентных мар-
керов при гидротермальном синтезе. 

В результате была получена серия образцов, 
отличающихся составом и условиями полу-
чения. Характеристические СЭМ-изображения 
полимерных носителей и средний размер частиц 
представлены на рис. 3. 

Рис. 3. Характеристические СЭМ-изображения полимерных носителей: а – полученных при различных температу-
рах; б – зависимости диаметра носителей от температуры гидротермального синтеза

Fig. 3. Characteristic SEM-images of polymer carriers: a – obtained at different temperatures; b – the dependence of the 
carriers diameter on the hydrothermal synthesis temperature
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У образцов серии PE(0.15; 100), PE(0.15, 
150), PE(0.5; 100) и PE(0.5; 150) форма частиц 
несферическая (см. рис. 3, а), а также наблюда-
ется большой разброс по размерам частиц (см. 
рис. 3, б). Данный факт делает полученные но-
сители не пригодными для дальнейшего исполь-
зования в качестве флуоресцентных меток. Об-
разец PE(0.15; 200) имеет средний размер частиц 
менее 1 мкм, что затрудняет применение данных 
носителей в клеточном трекинге и мечении.

Среди представленных полых структур 
по форме и размеру оптимальными были при-
знаны образцы, полученные при 180° С для 
обеих молярностей солей, а также образец 
PE(0.5; 200).

Известно, что толщина формируемой на тем-
плате полимерной оболочки зависит от величины 
ионной силы раствора полимера [37, 38]. Чем 
тоньше оболочка, тем она больше подвержена 
деформации при воздействии высоких темпера-
тур [25, 39, 40], что и наблюдалось в случае ПЭ 
микрокапсул, полученных при 200° С.

Морфология сформированных структур 
«ядро–оболочка» при 100°С полностью по-
вторяет форму исходного карбоната, при этом 
оболочка практически не видна. Это можно 
объяснить тем, что при данной температуре 
полиэлектролитная оболочка недостаточно де-

формировалась и может оставаться проницаема 
для низкомолекулярного красителя [39], что не 
дает эффективной инкапсуляции.

При увеличении температуры гидротер-
мального синтеза поверхность носителей ста-
новится более шероховатой, причем чем ниже 
ионная сила полиэлектролита, тем быстрее 
изменяется поверхность носителя. Так, образец 
CaCO3/PE(0.15; 200) демонстрирует более раз-
витую поверхность, чем образец CaCO3/PE(0.5; 
200). Следовательно, более плотная полиэлек-
тролитная оболочка защищает ватеритное ядро 
от разрушения при высоких температурах и 
давлении.

Следует отметить, что средний размер 
структур «ядро–оболочка» статистически не 
отличается от размера исходных частиц ватерита 
(см. рис. 3, б).

Определение содержания флуоресцент-
ного красителя в гибридных полимерных 
носителях 

Поскольку исследуемые носители потен-
циально могут быть использованы в качестве 
меток для трекинга индивидуальных клеток, то 
они должны обладать яркой и стабильной флуо-
ресценцией. Поэтому было определено содержа-
ние флуоресцентного красителя RhB в 25 × 106 
частицах для каждой серии образцов (рис. 4). 

Рис. 4. Гистограмма распределения содержания красителя RhB в термообработанных полимерных 
носителях в зависимости от температуры гидротермального синтеза и исходное содержание RhB 

в реакционной смеси (цвет онлайн)
Fig. 4. Histogram of the RhB dye content distribution in thermally treated polymer carriers depending 
on the temperature of hydrothermal synthesis, and initial RhB content in reaction mixture (color online)
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Из рис. 4 видно, что содержание красителя 
RhB в структурах «ядро–оболочка» ниже по 
сравнению с полыми ПЭ микрокапсулами. Од-
нако для образцов, полученных при 180° С, эта 
разница минимальна. Это может говорить о том, 
что при данной температуре гидротермального 
синтеза процесс инкапсуляции низкомолекуляр-
ного красителя протекает независимо от состава 
гибридных полимерных носителей.

Разница в количестве инкапсулированного 
красителя в гибридных носителях, полученных 
при 100°С, также может быть обусловлена невы-
сокой температурой гидротермального синтеза 
и, как следствие, неэффективной деформацией 
полимерной оболочки. Это также хорошо со-
гласуется с данными СЭМ-анализа (см. рис. 3, а).

В то же время при температуре гидро-
термального синтеза 150°С разница между 
образцами PE(0.15; 150) и PE(0.5; 150), а также 
CaCO3/PE(0.15; 150) и CaCO3/PE(0.5; 150) незна-

чительна. Следовательно, толщина полимерной 
оболочки не влияет на эффективность инкапсу-
ляции низкомолекулярного красителя.

Разницу в количестве инкапсулированного 
RhB в гибридных носителях, полученных при 
200° С, можно объяснить разницей в морфоло-
гии поверхности образцов CaCO3/PE(0.15; 200) и 
CaCO3/PE(0.5; 200). В то время как для образцов 
PE(0.15; 200) и PE(0.5; 200) эта разница обуслов-
лена размерами частиц (см. рис. 3, б).

Для образцов PE(0.15; 180), PE(0.5; 180), 
CaCO3/PE(0.15; 180) и CaCO3/PE(0.5; 180) были 
получены спектральные характеристики, пред-
ставленные на рис. 5. После гидротермального 
синтеза при 180°С флуоресцентный краситель 
RhB сохраняет свои характеристические пики 
(λmax(поглощение) = 554 нм, λmax(испускание) = 590 нм), 

при этом образцы между собой отличаются ин-
тенсивностью флуоресценции. 

Рис. 5. Спектры поглощения, испускания и возбуждения термообработанных полимерных носителей: а – 
СаСО3/PE(0.15; 180); б – СаСО3/РЕ(0.5; 180); в – РЕ(0.15; 180); г – РЕ(0.5; 180) (цвет онлайн)

Fig. 5. Absorption, emission and excitation spectra of thermally treated polymer carriers: a – CaCO3/PE(0.15; 180); b – 
CaCO3/PE(0.5; 180); c – PE(0.15; 180); d – PE(0.5; 180) (color online)
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Кинетика высвобождения флуоресцент-
ного красителя из гибридных полимерных 
носителей

Поскольку интенсивность флуоресценции 
разрабатываемых гибридных полимерных но-
сителей зависит от содержания красителя, то 
следующим этапом исследования было изуче-
ние стабильности данных систем и характера 

высвобождения красителя из носителей при 
инкубации в водной среде. Для этого каждый 
образец в количестве 25 × 106 частиц в 2 мл ДВ 
инкубировали в течение 14 суток (336 ч). Мони-
торинг высвободившегося красителя проводили 
спектрофотометрическим измерением надоса-
дочных растворов. Полученные результаты в виде 
временных зависимостей представлены на рис. 6. 

Рис. 6. Временная зависимость высвобождения красителя RhB (в %) из термообработанных полимерных носителей: 
а – СаСО3/РЕ(0.15); б – СаСО3/РЕ(0.5); в – РЕ(0.15); г – РЕ(0.5), полученных при 100, 150, 180 и 200° С (цвет онлайн)
Fig. 6. Time dependence of RhB dye release (in %) from thermally treated polymer carriers: a – CaCO3/PE(0.15); b – 

CaCO3/PE(0.5); c – PE(0.15); d – PE(0.5), obtained at 100, 150, 180 and 200° С (color online)

%

%

%

%

а /a б/b

в/с г/d

Для структур «ядро–оболочка» СаСО3/
РЕ(0.15) характер высвобождения красителя 
отличен только для образца, полученного при 
200°С (см. рис. 6, а). Количество вышедшего 
красителя RhB составило около 6% за 336 ч 
инкубации в ДВ. Для всех остальных структур 
«ядро–оболочка» данный показатель не превысил 
3% (см. рис. 6, а, б). Различие в характере кривой 
высвобождения для структур СаСО3/РЕ(0.5) 
можно объяснить тем, что при более низкой тем-
пературе плотная ПЭ оболочка менее подвержена 
деформации в процессе гидротермального синтеза 
и, как следствие, менее эффективно удерживает 
низкомолекулярный краситель (см. рис. 6, б). 

В случае полых ПЭ носителей высвобож-
дение красителя при температуре 100°С вне 

зависимости от состава оболочки протекает 
быстрее, чем для более высоких температур 
(см. рис. 6, в, г). При этом чем плотнее оболочка 
(структуры РЕ(0.5)), тем меньшее количество 
красителя высвобождается в водную среду. 
Тем не менее, в случае образцов с более плот-
ной оболочкой можно наблюдать небольшую 
разницу в количестве красителя, высвобо-
дившегося за 336 ч (см. рис. 6, г). Это также 
подтверждается фактом, что для структуры 
РЕ(0.15) оболочка более тонкая и при гидро-
термальном синтезе она одинаково хорошо 
сжимается при данных температурах [25, 39, 
41], а для более толстой оболочки структуры 
РЕ(0.5) эта разница уже заметна, пусть незна-
чительно (см. рис. 6, в, г). 
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Стабильность гибридных гибридных 
полимерных носителей в воде

Для дальнейшего использования полу-
ченных контейнеров в качестве флуоресцент-
ной метки больше подходят частицы с более 
разветвленной поверхностью [42], поэтому 

необходимо исследовать стабильность гибрид-
ных частиц СаСО3/ПЭ(0.15) и СаСО3/ПЭ(0.5) 
при длительном хранении. Для этого образцы 
инкубировали в течение 2 месяцев в ДВ при 
стандартных условиях. Результаты представ-
лены на рис. 7.

Рис. 7. Характеристические СЭМ-изображения термообработанных полимерных носителей после инкубации в воде 
в течение 2 месяцев

Fig. 7. Characteristic SEM-images of thermally treated polymer carriers after incubation in water for 2 months

Наименее стабильными оказались образцы 
СаСО3/РЕ(0.15; 100) и СаСО3/РЕ(0.5; 100) (см. 
рис. 7, а). Низкая температура гидротермаль-
ного синтеза, как было продемонстрировано 
выше, не способствует деформации полимер-
ной оболочки, что является причиной менее 
эффективной стабилизации ватеритного ядра. 
Несмотря на различия в морфологии исходных 
синтезированных структур CaCO3/РЕ(0.15; 150), 
CaCO3/РЕ(0.15; 180), CaCO3/РЕ(0.15; 200), 
CaCO3/РЕ(0.5; 150), CaCO3/РЕ(0.5; 180) и 
CaCO3/РЕ(0.5; 200) (см. рис. 3, а), при их хране-
нии в ДВ в течение длительного периода в резуль-
тате обнаружена схожесть морфологии поверх-
ности. Таким образом, для гибридных полимер-
ных носителей со структурой «ядро–оболочка», 
независимо от состава оболочки и температуры 
гидротермального синтеза (150, 180 и 200° С) 
изменения в морфологии при хранении в ДВ в 
течение длительного периода незначительны.

Заключение

В ходе данного исследования было изучено 
влияние состава и температуры получения на 
структуру и стабильность гибридных поли-

мерных носителей. Показано, что для структур 
«ядро–оболочка» средний размер носителей не 
зависит от толщины полимерной оболочки и не 
отличается существенно от размеров исходных 
частиц карбоната кальция при варьировании 
температуры гидротермального синтеза в диа-
пазоне +100÷200° С. В случае же полых поли-
мерных носителей ярко выражена зависимость 
среднего размера частиц как от температуры 
гидротермального синтеза, так и от толщины 
полиэлектролитной оболочки. Причем для полых 
носителей, полученных при 180° С, и оболочек, 
сформированных из растворов полимеров с раз-
личной ионной силой (0.15 и 0.5 М NaCl), сред-
ний размер частиц одинаковый и значительно 
не отличается от среднего размера исходных 
частиц–ядер. Было показано, что для структур 
«ядро–оболочка» эффективность инкапсуляции 
низкомолекулярного флуоресцентного красителя 
родамин Б ниже, чем для полых микрокапсул. 
Однако для температуры гидротермального син-
теза 180° С разница в содержании красителя RhB 
для всех типов гибридных структур незначитель-
на. В ходе изучения кинетики высвобождения 
низкомолекулярного флуоресцентного красителя 
в воде в течение 336 ч было показано, что наличие 
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ядра в структуре гибридного носителя дестаби-
лизирует систему, что проявляется в ускоренном 
высвобождение RhB для образцов, полученных 
при всех исследуемых температурах. В случае 
структур полых микрокапсул, термообрабо-
танных при температурах 150° С и более, релиз 
красителя не превышает 2%. При изучении ста-
бильности гибридных полимерных носителей 
со структурой «ядро–оболочка» в водной среде 
в течение 2 месяцев было продемонстрировано, 
что термообработанная полимерная оболочка не 
предотвращает деградацию сформированных 
носителей в целом.

Таким образом, было показано, что для по-
лучения стабильного гибридного полимерного 
носителя с яркой флуоресценцией оптимальны-
ми условиями получения являются температура 
гидротермального синтеза 180° С и отсутствие 
ядра внутри полиэлектролитной оболочки.
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Аннотация. Проведен критический обзор литературы по способам концентрировании и извлечения биомасляной кислоты из фер-
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Цель исследования – выявление фазового поведения смесей компонентов, изучение растворимости и построение фазовой диаграммы 
ранее неизученной двойной системы масляная кислота – ПЭГ-1500 в интервале  –10.0–50.0°С. Визуально-политермическим методом 
найдены температуры переходов фазовых состояний в смесях компонентов двойной системы масляная кислота (МК) – полиэтилен-
гликоль-1500 (ПЭГ-1500) в интервале температур –10–50°С. На построенной фазовой диаграмме выше эвтектической линии распо-
ложено большое поле кристаллизации ПЭГ-1500, в то время как поле кристаллизации МК имеет очень небольшие размеры. Впервые 
установлено, что в системе при −6.6°С осуществляется эвтектическое равновесие, твердыми фазами которого являются кристаллы МК и 
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Abstract. A critical review of the literature on the methods of concentration and extraction of biobutyric acid from fermentation solutions has 
been carried out. The best results of these processes are achieved by combining extraction with salting. It is proposed to use polyethylene 
glycols with diff erent molecular weights as non-fl ammable and environmentally friendly extractants. The purpose of the study was to identify 
the phase behavior of mixtures of components, study solubility and construct a phase diagram of the previously unexplored double system 
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Введение

В последние десятилетия возрастает инте-
рес к биохимическим методам получения орга-
нических веществ, в частности органических 
кислот, из доступного природного сырья. Мас-
ляная кислота является одним из важных про-
мышленных продуктов, производство которого 
методом маслянокислого брожения [1, 2] весьма 
перспективно благодаря большей экологично-
сти этого метода и практически неограниченной 
сырьевой базе по сравнению с традиционным 
окислением масляного альдегида или бутанола 
[3]. В качестве сырья для биохимического ме-
тода были предложены различные виды лигно-
целлюлозной биомассы [1, 2], которые получают 
специально или используют отходы других 
отраслей промышленности. Масляную кислоту, 
полученную таким способом, часто называют 
«биомасляной» кислотой. В работах [4–8] об-
суждаются усовершенствования в микробио-
логическом производстве масляной кислоты, 
включая модификацию штаммов с помощью 
генной инженерии и разработку новых процес-
сов ферментации. В исследованиях проводится 
сравнение результатов выхода продукта и его 
чистоты, продуктивности использования сырья, 
обсуждается снижение выхода побочных про-
дуктов биосинтеза. Для расширения сырьевой 
базы при производстве биомасляной кислоты 
предлагается использовать новые субстраты, 
например, пищевые отходы [9] и гидролизат 
молотого кофе, богатый галактозой [10].

Стоимость биомасляной кислоты выше, 
чем полученной традиционными методами. Не-
смотря на это, производители пищевых добавок 
и фармацевтических препаратов [1] отдают ей 
предпочтение. Биохимический метод остается 
малорентабельным и неконкурентоспособным 
по причине сложности извлечения биомасляной 
кислоты из ферментационных растворов, в ко-
торых ее концентрация обычно не превышает 

8 мас.%. Концентрирование таких растворов 
путем дистилляции является энергозатратным, 
поэтому внимание исследователей обращено на 
разработку менее дорогостоящих методов, та-
ких как электродиализ, жидкостная экстракция, 
экстрактивная ферментация, первапорация и 
высаливание [11, 12]. 

Селективное извлечение масляной кислоты 
из бродильного раствора предложено прово-
дить с помощью силиконовой мембраны [13]. 
В качестве экстрагентов масляной кислоты ис-
пользуют ионные жидкости [14], октилацетат 
[15], а также триоктиламин с натуральными 
подсолнечным и соевым маслами в качестве 
разбавителей [16]. 

Экстракционная способность три-n-октил-
фосфиноксида, растворенного в различных 
растворителях (изоамиловый спирт, олеиловый 
спирт, толуол, метил-трет-бутиловый эфир, 
цик логексилацетат, керосин, изобутилметил-
кетон), по отношению к водным растворам 
пропионовой и масляной кислот изучена при 
298.15 К [17]. Показано, что указанный экс-
трагент в сочетании с метил-трет-бутиловым 
эфиром наиболее эффективно извлекает иссле-
дованные органические кислоты.

В работе [18] исследовано распределение 
ряда монокарбоновых кислот, включая масля-
ную, по равновесных жидким фазам в водных 
системах с экстрагентами на основе солей не-
которых органических кислот и четвертичных 
аммонийных оснований (триоктиламмония и 
триоктилметиламмония). Найдено, что экс-
тракционная способность рассмотренных 
экстрагентов намного выше, чем в системах с 
триоктиламином. 

Закономерности межфазного распреде-
ления насыщенных монокарбоновых кислот 
изучены в системе с экстрагентом (ди(2-
этилгексил)фосфат триоктилметиламмония), 
рас творенным в толуоле [19]. Установлено, 
что экстрагируемость кислот уменьшается 

А. В. Шевяхова и др. Фазовое поведение и растворимость компонентов двойной системы 

butyric acid – PEG-1500 in the range  −10.0–50.0°C. The transition temperatures of phase states in mixtures of components of the dual system 
butyric acid (BA) – polyethylene glycol-1500 (PEG-1500) in the temperature range  −10–50°C have been found by the visual-polythermal method. 
The phase diagram above the eutectic line shows a large crystallization fi eld of PEG-1500, while the crystallization fi eld of BA has very small di-
mensions. It has been established for the fi rst time that eutectic equilibrium is carried out in the system at −6.6°C, the solid phases of which are 
crystals of BA and PEG-1500, the composition of the liquid phase of eutectic (3.20 wt.% BA) has been determined. A method for concentrating 
BA and separating the components of the investigated system based on the crystallization of PEG-1500 during cooling of mixtures is proposed.
Keywords: solubility, phase diagram, eutectic, butyric acid, PEG-1500
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в следующем порядке: масляная > пропио-
новая > муравьиная > уксусная > молочная. 

В работе [20] исследовано совместное 
действие высаливающего агента K2HPO4 и 
экстрагентов (алифатические спирты) на во-
дные растворы ряда монокарбоновых кислот. 
Приведены данные об уменьшении выхода 
масляной кислоты из ее раствора при повыше-
нии температуры или понижении кислотности 
раствора. Высокие показатели извлечения мас-
ляной кислоты (более 90%) были достигнуты 
путем проведения второй стадии солевой экс-
тракции с использованием NaH2PO4 в качестве 
высаливающего агента и смеси н-бутилацетата 
с этанолом в качестве экстрагента [21].

Экстракция масляной кислоты полиэтилен-
гликолями (ПЭГ) в сочетании с высаливателем 
Na2SO4 показала высокую эффективность из-
влечения [22, 23]. Применение полиэтиленгли-
колей, в частности ПЭГ-1500, в качестве экстра-
гентов представляется перспективным из-за их 
нетоксичности и низкой себестоимости. Однако 
следует отметить, что методы их отделения 
от масляной кислоты не предложены. На наш 
взгляд, причина этого состоит в отсутствии дан-
ных по растворимости и фазовым равновесиям 
в двойных системах масляная кислота – ПЭГ.

Цель нашего исследования состоит в вы-
явлении фазового поведения смесей компо-
нентов, изучении растворимости и построении 
фазовой диаграммы ранее неизученной двой-
ной системы масляная кислота – ПЭГ-1500 в 
интервале – 10.0–50.0°С.

Материалы и методы

Предварительно проводили идентифика-
цию используемых в работе веществ. ПЭГ-1500 
(ООО «Завод синтанолов», ТУ 20.16.40-008-
71150986-2019) со средней молярной массой 
«1550» измельчали в агатовой ступке. Допол-
нительной очистке и осушке его не подвергали, 
поскольку значение его температуры плавления 
(48.4°С) совпало со справочными данными в 
пределах погрешности изменений [3].

Препарат масляной кислоты квалификации 
«ч.» («Вектон», ОКП 2634110251, ТУ 6-09-530-
75) очистке не подвергали, поскольку его тем-
пература плавления (−6.0°С) и показатель пре-
ломления (n20

D=1.3978), хорошо согласовались 
со справочными данными [3]. 

Смеси компонентов заданного состава гото-
вили взвешиванием в термостойких стеклянных 

ампулах на электронных аналитических весах 
A&D HR-250AZG с абсолютной точностью 
0,0001 г. Определение температур фазовых 
переходов в смесях проводили модифицирован-
ным визульно-политермическим методом [24] 
в интервале – 10.0–50.0°С. Ампулы со смесями 
запаивали и поочередно помещали в ванну 
термостата. Температуру фазового перехода с 
растворением твердой фазы определяли путем 
медленного нагревания ванны (0.5 град/мин) 
при постоянном перемешивании содержимо-
го ампулы, отмечая визуально исчезновение 
последнего кристалла. Затем ампулу со сме-
сью охлаждали до выпадения кристаллов и 
опыт повторяли до получения результатов, 
совпадающих в пределах погрешности опре-
деления ±0.1°С. Необходимую температуру 
в интервале −10.0–10.0°С поддерживали при 
помощи низкотемпературного термостата 
«Крио-вист-Т-05» (теплоноситель – этиловый 
спирт). В интервале 10.0–50.0°С исследова-
ния проводили в термостате Lauda A-100 и 
теплоносителем служила дистиллированная 
вода. Температуру измеряли с электронным 
лабораторным термометром ЛТ-300-Н с по-
грешностью ±0.1°С. Критерием установления 
равновесия в смесях компонентов служила 
воспроизводимость результатов измерений 
температур фазового перехода. При постоян-
ном перемешивании равновесие достигали 
через 2–4 ч.

Результаты и их обсуждение

Было приготовлено 19 смесей масляной 
кислоты (МК) и ПЭГ-1500 различного состава 
и определена температура фазового перехода 
для каждой смеси в интервале – 10.0–50.0°С. 
Результаты определения растворимости ком-
понентов двойной системы МК – ПЭГ-1500 с 
указанием состава равновесной твердой фазы 
приведены в таблице, а фазовая диаграмма 
системы представлена на рисунке. Согласно 
полученным данным в системе при −6.6°С 
осуществляется эвтектическое равновесие, 
твердыми фазами которого являются кристал-
лы масляной кислоты и твердый ПЭГ-1500.

Температуру и состав жидкой фазы эв-
тектики определяли путем графической экс-
траполяции линий растворимости масляной 
кислоты и ПЭГ-1500 до их взаимного пере-
сечения на эвтектической горизонтали. Затем 
эта смесь была приготовлена на аналитических 
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Растворимость компонентов двойной системы масляная кислота – ПЭГ-1500 
Table. Solubility of the components of butyric acid – PEG-1500 binary system

ПЭГ-1500, мас.% / 
PEG-1500, wt.% t, оС

Состав равновесной твердой 
фазы / Equilibrium solid phase 

composition

ПЭГ-1500, мас.% / 
PEG-1500, wt.% t, оС

Состав равновесной твердой 
фазы / Equilibrium solid phase 

composition

0.00 −6.0 Кристаллы масляной кисло-
ты / Crystals of butyric acid 15.03 –1.0 ПЭГ-1500 / PEG-1500

1.02 −6.2 – // – 20.09 4.2 – // –

2.04 −6.3 – // – 30.13 10.4 – // –

3.10 −6.5 – // – 40.21 16.4 – // –

3.20 −6.6
Кристаллы масляной кисло-
ты + ПЭГ-1500 / Crystals of 

butyric acid + PEG-1500 
50.17 21.4 – // –

3.51 −6.0 ПЭГ-1500 / PEG-1500 60.07 27.5 – // –

4.05 −5.6 – // – 70.14 33.8 – // –

5.11 −5.3 – // – 80.02 38.2 – // –

6.16 −5.0 – // – 90.07 44.5 – // –

8.07 −4.5 – // – 100.00 48.4 – // –

10.09 −4.0 – // – – // – – // – – // –

Фазовая диаграмма двойной системы масляная кислота (МК) – полиэтиленгликоль-1500 (ПЭГ-1500); ℓ – жидкая 
фаза, SМК – твердая фаза, отвечающая по составу масляной кислоте, SПЭГ-1500 – твердая фаза, отвечающая по составу 

ПЭГ-1500, ℓЕ – точка, отвечающая составу жидкой фазы эвтектики (цвет онлайн)
Figure. Phase diagram of the binary system butyric acid (BA) – polyethylene glycol-1500 (PEG-1500); ℓ – liquid phase, 
SBA – solid phase corresponding to the composition of butyric acid, SPEG-1500 – solid phase corresponding to the composition 

of PEG-1500, ℓE – point corresponding to the composition of the liquid phase of eutectic (color online)

А. В. Шевяхова и др. Фазовое поведение и растворимость компонентов двойной системы 



Научный отдел32

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2024. Т. 24, вып. 1

весах и определена температура эвтектики, 
которая совпала с найденной графически. 
Эвтектическая температура равна −6.6°С, при 
ней в системе осуществляется нонвариантная 
фазовая реакция:

ℓE  SМК + SПЭГ-1500 ,
где ℓE – жидкая фаза эвтектического состава, 
SПЭГ-1500 – твердая фаза, соответствующая 
ПЭГ-1500, SМК – твердая фаза, соответствующая 
кристаллам масляной кислоты. 

На фазовой диаграмме (см. рисунок) выше 
эвтектической линии расположено большое 
поле кристаллизации ПЭГ-1500 ℓE + SПЭГ-1500, 
в то время как поле кристаллизации масляной 
кислоты ℓE + SМК имеет очень небольшие раз-
меры (см. увеличенный фрагмент диаграммы на 
рисунке слева). 

Из любой гомогенной смеси, содержащей до 
96.8 мас.% масляной кислоты при охлаждении 
вплоть до эвтектической температуры будет 
кристаллизоваться только чистый ПЭГ-1500, а в 
жидкой фазе будет концентрироваться масляная 
кислота. Твердая фаза, представляющая собой 
кристаллы ПЭГ-1500, после отделения от жидкой 
фазы может быть повторно использована для 
экстракции масляной кислоты. Таким образом, 
масляную кислоту можно сконцентрировать 
в жидкой фазе без значительных затрат на на-
гревание смесей и их разделение ректифика-
цией. Это открывает возможности эффектив-
ного разделения смесей компонентов системы 
МК – ПЭГ-1500 при их кристаллизации с пони-
жением температуры.
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Аннотация. Актуальность проблемы трития в экологической химии определяется тем, что тритий – единственный из радиоактивных 
изотопов, который невозможно обезвредить фильтрацией. Тритий возникает при побочных радиохимических процессах в ядерных 
реакторах и обнаруживается в радиоактивных отходах и выбросах в форме оксидов трития – тритиевых изотопологов воды. Побочным 
продуктом эксплуатации ядерных реакторов оказывается прототритиевая вода – раствор оксида прототрития HTO в лёгкой воде H2О. 
Реже приходится иметь дело с дейтеротритиевой водой – раствором оксида дейтеротрития DTO в тяжёлой воде D2О. Предложены раз-
личные подходы, обеспечивающие возможности выделения трития либо его оксида из тритиевой воды. Выбор процесса определяется 
тем, будет ли очищенная от трития вода возвращаться в реакторную систему либо сбрасываться в окружающую среду, а также тем, 
имеется ли потребность в извлечении молекулярного трития для его дальнейшего применения. Основное внимание уделено процессу 
электросонолиза тритиевой воды как экономически и экологически предпочтительному способу её обезвреживания, позволяющему 
получать молекулярный тритий. Разложению тритиевой воды должно предшествовать её концентрирование, которое целесообразно 
производить двухступенчато: кондиционирующая водоподготовка (предварительное концентрирование) и получение высококонцен-
трированной тритиевой воды. В этом контексте в работе рассмотрено обратноосмотическое кондиционирование тритиевой воды и её 
последующее концентрирование солевой ректификацией. 
Ключевые слова: тритий, оксид прототрития, оксид дейтеротрития, прототритиевая вода, дейтеротритиевая вода, электросонолиз
Для цитирования: Шабловский Я. О. Гетерофазные явления при фракционировании трития в водных системах // Известия Саратов-
ского университета. Новая серия. Серия: Химия. Биология. Экология. 2024. Т. 24, вып. 1. С. 35–43. https://doi.org/10.18500/1816-9775-
2024-24-1-35-43, EDN: FQNTJT
Статья опубликована на условиях лицензии Creative Commons Attribution 4.0 International (CC-BY 4.0)

Article
Heterophase phenomena of tritium fractionation in water systems

Ya. О. Shablovsky

Gomel State Technical University, 48 October Ave., Gomel 246746, Belarus
Yaroslav О. Shablovsky, ya.shablowsky@yandex.ru, https://orcid.org/0000-0003-4464-4230

Abstract. Tritium is the only one of the radioactive isotopes that a fi ltering system is unable to neutralize. It is produced by collateral fi ssion 
processes in nuclear reactors and displays itself in radioactive wastes and effl  uents in diff erent forms of tritium oxides. Thus the develop-
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Введение

Тритий Т является продуктом реакции 
10B(n, 2α)T в регулирующих борных стержнях 
ядерных реакторов, а также осколком тройного 
деления урана или плутония [1]. В ходе окисли-
тельных процессов, сочетающихся с реакциями 
изотопного обмена, образуются тритиевые изо-
топологи воды – оксид прототрития HTO и оксид 
дейтеротрития DTO. Образование этих оксидов 
происходит особенно интенсивно, когда обыч-
ная либо тяжёлая вода используется в качестве 
теплоносителя и одновременно замедлителя 
ядерной реакции. В таких случаях дейтроны 
воды захватывают нейтроны и превращаются в 
тритоны: D(n, γ)T [1]. В конечном итоге побочным 
продуктом эксплуатации ядерных реакторов 
оказывается прототритиевая вода – раствор ок-
сида прототрития HTO в лёгкой воде H2О [2]. В 
особых случаях утилизации подлежит дейтеро-
тритиевая вода – раствор оксида дейтеротрития 
DTO в тяжёлой воде D2О [3].

Оксиды трития по своей радиотоксичности 
сравнимы с изотопом 239Pu, в связи с чем не-
обходимо их обезвреживание. Количественные 
различия изотопологов воды наиболее сильно 
выражены в интервале температур 0 ÷ 4°С, в 
котором внутреннее давление воды антибатно 
кинетическому давлению [4]. Благодаря данной 
особенности принципиально возможно отделе-
ние стабильных изотопологов воды от её радио-
активных изотопологов. Тем не менее, на практике 
обычно применяется стандартный подход – иммо-
билизация радионуклидов, и в настоящее время 
для иммобилизации трития предложены десятки 
способов: от простых и достаточно действенных 
[5] до экзотических [6]. Тритийсодержащие во-
дные отходы крупнотоннажны и требуют для 
своего обезвреживания соразмерно больших 
объёмов иммобилизующего материала. Цель 
данной работы – выявление закономерностей 
гетерофазных процессов, позволяющих эффек-
тивно перерабатывать тритиевую воду. 

Материалы и методы

Переработка тритиевой воды окажется 
высокорентабельной, если на её завершающей 
ступени осуществить разложение тритиевой 
воды с выделением молекулярного трития Т2, 
1 г которого стоит ~ $ 30 000. Существенно, что 
такая переработка оправдана не только с эконо-
мической, но и с экологической точки зрения. 

Радиотоксичность оксидных форм трития об-
условлена особой биохимической ролью воды 
в организме, а не радиоактивностью трития как 
такового [7]. Распад атома трития 

    3He + e–
e  

(период полураспада τ½ = 12,32 лет) имеет удель-
ную активность 356,3 ТБк/г и вне организма 
безопасен [2].

Подлежащим переработке жидким радио-
активным отходам свойственны низкие (~ ppm) 
концентрации трития [8]. В связи с этим разло-
жению тритиевой воды должно предшествовать 
её концентрирование, производимое двухсту-
пенчато: 1) кондиционирующая водоподготовка 
(предварительное концентрирование); 2) полу-
чение высококонцентрированной тритиевой 
воды. Дальнейшие разделы нашей работы из-
ложены в порядке следования технологических 
ступеней переработки тритиевой воды. 

Результаты и их обсуждение

Кондиционирование тритиевой воды
Поскольку сырьевые водно-тритиевые 

растворы являются сильно разбавленными, 
оптимальным способом их предварительного 
концентрирования представляется использова-
ние обратноосмотических мембран. Фундамен-
тальное исследование [9] продемонстрировало 
высокую эффективность баромембранной об-
работки тритиевой воды, однако авторы [9] 
констатировали, что результат обработки за-
висит только от свойств конкретной мембраны. 
Дальнейшие усилия, направленные на создание 
инновационных мембран и на оптимизацию 
реологических режимов их использования, так 
и не привели к появлению продуктивной ме-
тодики баромембранной обработки тритиевой 
воды (см. обзор [10]). В связи с этим обратимся 
к основному уравнению осмометрии [11]:

s

s
p
pRTV ln ,                       (1)

где π – осмотическое давление, V – молярный 
объём растворителя, 

sp  и sp  – давления его на-
сыщенного пара над чистым растворителем и над 
раствором. Смесь жидких изотопологов является 
идеальным раствором, поэтому мы можем при-
менить закон Рауля

 s
s

s x
p
p 
 ,                              (2)

где sx  – молярная доля растворителя в растворе. 
В рассматриваемом случае решающее значение 
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имеет то обстоятельство, что молекулы рас-
творённого оксида трития участвуют в фор-
мировании сетки водородных связей наравне 
с молекулами растворителя – оксида протия. В 
силу большей асимметрии зарядовой плотности 
молекул HTO образуемые ими водородные связи 
прочнее водородных связей между молекулами 
H2O. Вследствие этого подвижность смежных с 
молекулами HTO молекул H2O в прототритиевой 
воде оказывается снижена. Если такое сниже-
ние подвижности затрагивает ξ молекул H2O в 
пересчёте на одну молекулу HTO, то из общего 
числа NH молекул H2O в формировании пара рас-
творителя будут участвовать только   NN  
молекул, где NT – число молекул HTO. C учётом 
этого эффективная молярная доля растворителя 
составит 

),1(1 x
NN
NN                 (3)

где x  – молярная доля оксида трития. Из 
(1) – (3) находим изотопное осмотическое давле-
ние тритиевой воды: 

)1(1ln xV
RT

i .               (4)

Величина ξ зависит от температуры. В связи 
с этим уточним температурный режим кондици-
онирования тритиевой воды.

В работах [12, 13] отмечалось, что баромем-
бранной обработке следует подвергать холод-
ную тритиевую воду: её температура должна 
быть ниже 10°C. В действительности верхней 
границей рабочих температур баромембранной 
обработки прототритиевой воды служит тем-
пература ĤTT , соответствующая максимальной 
плотности жидкого оксида HTO. Общеизвестно, 
что охлаждение воды ниже температуры её мак-
симальной плотности вызывает образование в 
воде льдоподобных молекулярных кластеров. В 
прототритиевой воде при температуре немного 
ниже ĤTT ~ 280,6 K кластеризации будут под-
вержены только молекулы HTO. Их тепловое 
движение окажется «скованным» по сравнению 
с движением молекул растворителя, и это раз-
личие тепловой подвижности молекул HTO и 
H2O обеспечит возможность осмотического 
фракционирования трития. Если же темпера-
тура прототритиевой воды опустится ниже 

ĤT = 277,15 K, т.е. ниже точки максимума плот-
ности жидкого оксида протия, то произойдёт 
кластеризация молекул H2O и осмотическое 
фракционирование трития выродится. Таким 

образом, для концентрирования оксида HTO 
баромембранная обработка разбавленной про-
тотритиевой воды должна осуществляться при

ĤT  < T  < ĤTT .                         (5)
Аналогичное ограничение необходимо соб-
людать при концентрировании оксида DTO: 
баромембранная обработка разбавленной дейте-
ротритиевой воды должна осуществляться при

D̂T  < T  < D̂T T ,                        (6)
где D̂T = 284,3 K – температура максимальной 
плотности жидкого D2O, D̂T T ~ 285,5 K – темпе-
ратура максимальной плотности жидкого DTO.

Из (4) видно, что изотопное осмотическое 
давление тритиевой воды мало (~ 100 ÷ 500 кПа). 
Благодаря этому при баромембранной обработке 
тритиевой воды изотопная селективность по 
тритию не будет зависеть от содержания в воде 
нетритиевых примесей, если рабочее давление р 
поддерживать в промежутке

πi < p < π0,                            (7)
где π0 – «классическое» осмотическое давление 
тритиевой воды, обусловленное нетритиевы-
ми примесями. Давление π0 может оказаться 
очень большим, многократно превышающим 
«типичные» значения. Впервые это отметили 
авторы [14], исследовавшие водопроницаемость 
бентонитовых мембран и назвавшие обнаружен-
ное явление изотопным осмосом. По нашему 
мнению, правильнее говорить о явлении радио-
литического осмоса тритиевой воды, так как 
нетипично высокие значения её осмотического 
давления π0 обусловливаются не изотопией, а 
авторадиолизом.

Известно [2], что в разбавленной тритие-
вой воде, а именно, при её активности менее 
1 мКи/моль (1 г трития соответствует 9619 Ки) 
накапливаются продукты авторадиолиза, не 
содержащие тритий. Авторадиолиз тритиевой 
воды – чрезвычайно сложная совокупность 
последовательно-параллельных реакций (см. 
[15]), в результате которых наряду с радиолити-
ческими газами образуется пероксид водорода, 
взаимодействующий с содержащимися в воде 
нетритиевыми примесями. При подщелачивании 
(pH ≥ 10) пероксид водорода нейтрализуется:

H2 2  + OH   2HO  +  H2 . 
Образующиеся гидропероксид-ионы   2HO   об-
ладают восстановительными свойствами и 
нивелируют окислительные процессы в радио-
литической водной системе. За счёт этого при 
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подщелачивании эффективность баромембран-
ной обработки тритиевой воды повысится. В 
отсутствие подщелачивания совокупная кон-
центрация первичных и вторичных продуктов 
авторадиолиза в тритиевой воде может оказать-
ся намного больше начальной концентрации 
нетритиевых примесей, и тогда осмотическое 
давление тритиевой воды многократно пре-
взойдёт сумму его парциальных значений, со-
ответствующих этим примесям.

Концентрирование тритиевой воды
Наиболее изящным методом получения 

концентрированной тритиевой воды является 
каталитический изотопный обмен в системе 
«вода–водород» [16]. Этот технологический 
процесс имеет ряд достоинств, но чрезвычайно 
взрывоопасен и не подходит для крупнотон-
нажной переработки. Основной альтернативой 
служит вакуумная ректификация – метод 
от носительно малозатратный и притом имею-
щий большое количество готовых аппаратных 
решений. Особо привлекательной, по нашему 
мнению, представляется солевая ректифика-
ция, так как при парофазном разделении тяжё-
лых изотопологов воды изотопную селектив-
ность можно усилить за счёт положительной 
гидратации. 

В самом деле, ионы с положительной гидра-
тацией связывают молекулы воды, затрудняя 
её самодиффузию и тем самым усиливая раз-
личия между изотопологами воды в их смеси. 
В наибольшей степени упомянутое связывание 
молекул свойственно аниону F–, способному 
участвовать в образовании водородных связей. 
В свете сказанного ясно, что коэффициент изо-
топного разделения существенно повысится, 
если в разделяемой смеси изотопологов воды 
предварительно растворить фторид цезия CsF 
или фторид рубидия RbF либо иную незна-
чительно гидролизующуюся соль с большой 
растворимостью при условии, что у этой соли 
положительна сумма энергий ближней (пер-
вичной) гидратации её ионов. При отрицатель-
ности такой суммы отрицательным окажется 
и изотопный солевой эффект: селективность 
разделения изотопологов воды в этом случае 
понизится1.* Если речь идёт о крупнотоннажной 
переработке тритиевой воды, то целесообразно 
использовать сульфаты и фосфаты, у которых 
достаточно высокая положительная гидратация 
сочетается с значительно меньшей, нежели у 

1 С описанным отрицательным эффектом столкну-
лись авторы [17].

фторидов, стоимостью и токсичностью. Наи-
более предпочтительные солевые агенты для 
ректификации больших объёмов тритиевой 
воды – ортофосфат натрия Na3PO4 и сульфат 
магния MgSO4. Обоснуем этот выбор.

При разделении изотопов обычно руко-
водствуются тем, что более тяжёлый изотоп 
накапливается в более плотной фазе. Если про-
исходит разделение изотопологов, т.е. веществ с 
идентичным строением молекулы, то накопле-
нию более тяжёлой изотопной фракции будет 
способствовать не только бóльшая плотность 
фазы, но и бóльшая выраженность её мезо-
структурной регулярности – основной фактор 
подавления подвижности структурных единиц 
в конденсированном состоянии. Из-за различий 
в таком подавлении в тех случаях, когда в смеси 
изотопологов образуется новая фаза, более тя-
жёлый (т.е. более диффузионно-инерционный) 
изотополог будет предпочтительно концентри-
роваться в той фазе, формирование которой со-
пряжено с меньшей структурной перестройкой 
при трансформации данной смеси. Речь идёт 
о противопоставлении альтернативных путей 
структурной перестройки при фазообразующих 
процессах с участием изотопологов, и сказанное 
относится как к агрегатному, так и к реконструк-
тивному фазообразованию. Для нашего рассмо-
трения интерес представляет такое проявление 
изотопной селективности при реконструктив-
ном фазообразовании, как разбавление тяжё-
лых изотопологов в кристаллизационной воде. 
H. Tanaka c соавторами обнаружил [18], что по 
сравнению с водным раствором, в котором об-
разуется кристаллогидрат, вода гидратных обо-
лочек обеднена тритием. Следовательно, если 
безводный гидратообразователь растворять в 
тритиевой воде, доводя раствор до насыщения, а 
затем охлаждать этот раствор, то концентрация 
оксида трития в нём будет повышаться, так как 
снятие пересыщения будет происходить за счёт 
преимущественного осаждения кристаллоги-
драта с протиевой водой.

Доля химически связанной воды наиболее 
высока у ортофосфата натрия, образующего 
додекагидрат Na3PO4·12H2O. Однако этот кри-
сталлогидрат отличается высокой термической 
устойчивостью и его сложно рециклировать. 
С точки зрения возможности многократного 
рециклирования предпочтителен сульфат 
магния: общеизвестно, что его гептагидрат 
MgSO4·7H2O (эпсомит) легко дегидратируется 
при нагревании до температуры ~ 210°C. 
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Электросонолиз тритиевой воды
Разложение тритиевой воды целесообразно 

осуществлять путём электросонолиза, т.е. пу-
тём совмещения сонохимического реактора с 
электролитической ячейкой. Обычно при таком 
совмещении кавитация в электролитической 
ячейке создаётся в качестве вспомогательного 
процесса, обеспечивающего вторичные эффек-
ты. Здесь химические реакции, активируемые 
кавитацией в тритиевой воде, рассматриваются 
как целевой первичный процесс.

В водных системах распад трития вызы-
вает радиолиз воды, накладывающийся на её 
автопротолиз. Исследовательская группа под 
руководством А. Б. Сазонова (Российский хи-
мико-технологический университет, г. Москва) 
установила [19, 20]: растворам органических ве-
ществ (амиды, моно- и дисахариды, карбоновые 
кислоты, аминокислоты и гидроксиаминокис-
лоты, природные и синтетические полимеры) в 
тритиевой воде свойственно накопление трития 
в функциональных группах молекул, тогда как 
насыщение таких групп дейтерием при раство-
рении тех же веществ в дейтериевой воде не 
происходит. Выраженное накопление трития 
в обменных позициях молекул в присутствии 
воды доказывает, что при протолизе тритиевой 
воды образуется тритон T+, а не гидроксониевые 
ионы Т3О

+, HТ2О
+, H2ТО

+, DТ2О
+, D2ТО

+. 
Данный факт имеет для проводимого нами 

анализа принципиальное значение, так как сви-
детельствует о том, что при протолитических 
процессах в тритиевой воде образуются тритие-
вый и гидроксильный радикалы:

HTO   T  + OH ,                   (8)

DTO   T  + OD,                   (9)

2    T  + OT  .                    10)
Независимым подтверждением реакционных 
механизмов (8) – (10) служит наличие в газо-
образном продукте авторадиолиза тритиевой 
воды сверхстехиометрического избытка кис-
лорода [21], образующегося в результате раз-
ложения пероксида водорода, возникающего 
при парных рекомбинациях гидроксильных 
радикалов. 

Из (8) – (10) следует, что молекулярный 
тритий можно выделить, накапливая продукт 
парной рекомбинации тритиевых радикалов

T  + T   2 .
Для такого накопления необходимо, активировав 
процессы (8) – (10), одновременно обеспечить 

подавление обратных им рекомбинационных 
процессов. Это возможно, если в тритиевой воде 
создать акустическую кавитацию.

Во-первых, в условиях кавитации протоли-
тические процессы (8) – (10) приобретут прак-
тически значимую интенсивность. Во-вторых, 
акустическое воздействие способно обеспечить 
преобладание процессов образования радика-
лов T  по отношению к обратным процессам их 
рекомбинации с радикалами OH, OD  и OT. 
При прочих равных условиях разрежение способ-
ствует диссоциации, а сжатие благоприятствует 
рекомбинации. Разрежения и сжатия окажутся 
разбалансированы, если кавитацию в тритие-
вой воде создавать ультразвуковыми биениями 
при сложении косинусоидальных колебаний 
с одинаковыми амплитудами Am и нолевыми 
начальными фазами. В этом случае амплитуда 
A~  результирующего колебания изменяется со 
временем t по закону 

,2cos2)(~ 21 tAtA m
               (11)

а само результирующее колебание, имеющее 
частоту

2)(~
21  ,                     (12)

совершается по косинусоидальному закону с 
нолевой начальной фазой и обладает периодич-
ностью при 

1
2

2

1



 ,                       (13)

где Ν – натуральное число. Такую «двухчастот-
ную» ультразвуковую обработку целесообразно 
проводить, соблюдая в дополнение к (13) тре-
бование 

21

21

 << 1.                  (14)

Ультразвуковые биения (11) – (14) позволят 
обеспечить наиболее продуктивный – квазиим-
пульсный – режим, при котором кавитационная 
активация первичных процессов (8) – (10) череду-
ется с вторичными реакциями, задействующими 
радикальные продукты первичных процессов, 
а не накладывается на вторичные реакции, как 
это происходит при стандартной схеме ультра-
звуковой обработки жидкофазных систем.

Если принять в качестве порога разрыв-
ной прочности воды стандартное усреднённое 
значение 28 МПа, то для создания в тритиевой 
воде акустической кавитации ультразвук «про-
мышленных» частот (f = 20 ÷ 40 кГц) должен 
иметь интенсивность I ~ 0,8 ÷ 2,75 Вт/см2. При 
этом источник ультразвука следует располагать 
между катодом и пористой, предпочтительно 
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волокнистой перегородкой, отделяющей кавита-
ционную область от анода (рисунок). С учётом 
неравновесности кавитационного состояния 

реакционного объёма такое расположение обе-
спечит приоритет катодного процесса по отно-
шению к анодному процессу. 

Принципиальная схема осуществления электросонолиза тритиевой воды
Fig. Basic scheme of tritiated water electrosonolysis

Для усиления достигаемого при этом эф-
фекта необходимо предотвратить накопление 
в реакционном объёме тритиевых пероксидов, 
образующихся при парных рекомбинациях ги-
дроксильных радикалов:

OTOT   2 2,  OH  + OT  HT 2  .
Термодинамическая оценка показывает, что при 
таких рекомбинациях убыль энергии Гиббса 
( – ∆rG ~ 174 кДж/моль) меньше, чем убыль энер-
гии Гиббса при реакциях

2 2 2  2 2O + O2 ;   2HT 2  2HTO + O2  
( – ∆rG ~ 246 кДж/моль). Несмотря на это, три-
тиевые пероксиды весьма устойчивы, так как 
первичная реакция разложения пероксидов 
водорода

2H2 2    2HO  + OH  + H2  
(здесь Н соответствует протию, дейтерию либо 
тритию) требует активации для преодоления 
энергетического порога ∆rG ~ 40 кДж/моль, а 
продукты этой первичной реакции взаимодей-
ствуют между собой антибатно: 

2HO  + OH   2 + H2   (–∆rG ~286 кДж/моль),

2 2HO    2 + H2 2    (–∆rG ~152 кДж/моль).
Чтобы подавить образование в реакционном 
объёме тритиевых пероксидов, целесообразно 
добавить в разлагаемую тритиевую воду борную 
кислоту. 

Известно, что если концентрация гидрок-
сильных радикалов в реакционном объёме не-
значительна (pH < 8), то растворённая борная 
кислота остаётся в недиссоциированной форме. 
При образовании избытка гидроксильных ради-
калов, т.е. при положительном приращении ∆рН, 
инициируются процессы: 

B(OH)3 + H2O → [B(OH)4]
– + H+,

B(OH)3 + HTO → [B(OH)4]
– + T+. 

При неизменном режиме ультразвуковой об-
работки интенсивность этих процессов посто-
янна: например, при «стандартных» значениях 
f  = 22 кГц, I = 2,5 Вт/см2 выполненный нами 
на основе результатов работ [21, 22] оценочный 
расчёт дал для скорости образования тритие-
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вых радикалов величину ~ 1,67 ∙ 10–7 моль/с, а 
для скорости пероксидообразования – величи-
ну ~ 8,33 ∙ 10–8 моль/с. Отмеченное постоянство 
позволяет однозначно определить концентра-
цию cB борной кислоты, обеспечивающую по-
давление пероксидообразования при сонолизе 
тритиевой воды: в результате обработки экспе-
риментальных данных [23] нами было получено 
эмпирическое равенство

695,1410852,3pH)(0,0786 t  г/л,    (15)

где ∆рН > 0, [t] = °С.

Заключение

Переработку тритийсодержащих водных 
отходов целесообразно осуществлять, предусма-
тривая на её завершающей ступени разложение 
тритиевой воды с выделением моле кулярного 
трития Т2. Этому разложению должны предше-
ствовать кондиционирование (предварительное 
концентрирование) сырьевого водно-тритие-
вого раствора и получение высококонцентри-
рованной тритиевой воды.

Оптимальный способ предварительного 
концентрирования водно-тритиевых раство-
ров – использование обратноосмотических 
мембран. Режим баромембранной обработки 
тритиевой воды определяется соотношениями 
(4) – (7). При подщелачивании (pH ≥ 10) эффек-
тивность баромембранной обработки тритиевой 
воды повысится.

Для получения высококонцентрированной 
тритиевой воды предпочтительна солевая рек-
тификация, так как при парофазном разделении 
тяжёлых изотопологов воды изотопную селек-
тивность можно усилить за счёт положительной 
гидратации. Коэффициент изотопного разделе-
ния существенно повысится, если в разделяе-
мой смеси изотопологов воды предварительно 
растворить незначительно гидролизующуюся 
соль с большой растворимостью при условии, 
что у этой соли положительна сумма энергий 
ближней (первичной) гидратации её ионов. При 
крупнотоннажной переработке тритиевой воды 
в качестве солевых агентов целесообразно ис-
пользовать сульфаты и фосфаты.

Важный фактор выбора солевого агента 
для ректификации тритиевой воды – способ-
ность к гидратообразованию. Если безводный 
гидратообразователь растворять в тритиевой 
воде, доводя раствор до насыщения, а затем ох-
лаждать этот раствор, то концентрация оксида 

трития в нём будет повышаться, так как снятие 
пересыщения будет происходить за счёт пре-
имущественного осаждения кристаллогидрата 
с протиевой водой. Наиболее предпочтительные 
солевые агенты для ректификации больших 
объёмов тритиевой воды – ортофосфат натрия 
Na3PO4 и сульфат магния MgSO4.

Разложение тритиевой воды с выделением 
молекулярного трития следует проводить в 
режиме акустической кавитации, создавае-
мой ультразвуковыми биениями (11) – (14) в 
электролитической ячейке. При этом источник 
ультразвука следует располагать между като-
дом и пористой, предпочтительно волокнистой 
перегородкой, отделяющей кавитационную 
область от анода (см. рисунок). Для усиления 
достигаемого при этом эффекта необходимо до-
бавить в разлагаемую тритиевую воду борную 
кислоту в соответствии с равенством (15), что-
бы предотвратить накопление в реакционном 
объёме тритиевых пероксидов. 
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Аннотация. Липополисахариды – соединения бактериального происхождения, обладающие биологической активностью в отноше-
нии растений, животных и человека. Представлена информация о получении и характеристике свойств модифицированных произво-
дных липополисахарида ризосферной бактерии Ochrobactrum cytisi IPA7.2. Дезацилирование проводили с помощью щелочного гидро-
лиза с последующим хроматографическим разделением фракций. О-дезацетилирование О-полисахарида приводило к увеличению в 
2 раза экстинкции продуктов фенол-сернокислотной реакции. Жирнокислотный состав липида А при щелочном гидролизе не изменял-
ся. Сравнение надмолекулярных частиц в водной среде нативной и дезацилированной форм липополисахарида методом динамическо-
го рассеяния света выявило, что в результате модификации происходило снижение размеров мицелл с 65 до 35 нм и повышение значе-
ния их отрицательного дзета-потенциала с –22 до –30 мВ. Установлено, что нестехиометрическое ацетилирование липополисахарида 
O. cytisi IPA7.2 не влияло на взаимодействие со специфическими антителами, но являлось важным для проявления рост-стимулирующей 
активности в отношении микрорастений картофеля.
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Abstract. Lipopolysaccharides are compounds of bacterial origin that have biological activity against plants, animals and humans. This work 
provides information on the preparation and characterization of the properties of modifi ed lipopolysaccharide derivatives of the rhizosphere 
bacterium Ochrobactrum cytisi IPA7.2. Deacylation has been carried out using alkaline hydrolysis, followed by chromatographic separation of the 
fractions. O-deacetylation of O-polysaccharide led to a 2-fold increase in the extinction of the products of the phenol-sulfuric acid reaction. The 
fatty acid composition of lipid A did not change during alkaline hydrolysis. A comparison of supramolecular particles in an aqueous medium of 
native and deacylated forms of lipopolysaccharide using dynamic light scattering revealed that, as a result of modifi cation, the size of micelles 
decreased from 65 nm to 35 nm and their negative zeta potential increased from –22 mV to –30 mV. It has been found that non-stoichiometric 
acetylation of lipopolysaccharide O. cytisi IPA7.2 did not aff ect the interaction with specifi c antibodies but was important for the manifestation of 
growth-stimulating activity towards potato microplants.
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Ю. А. Филипьечева и др. Изменение липополисахарида O. cytisi IPA7.2 при О-дезацилировании

Введение

Поверхность клеток грамотрицательных 
бактерий образована наружной мембраной кле-
точной стенки, мажорным компонентом которой 
являются молекулы липополисахарида (ЛПС) 
[1]. В связи с этим именно структура ЛПС во 
многом определяет активность взаимодействие 
бактерий с объектами окружающей среды, в 
том числе с клетками животных и растений 
[2]. ЛПС являются амфифильными молекула-
ми, содержащими гидрофобную часть в виде 
липида А и гидрофильные олигосахаридный 
кор и О-полисахарид (ОПС) [3]. При этом ОПС 
бактерий могут содержать остатки дезоксисаха-
ров и различные гидрофобные функциональные 
группы (метильные, ацетильные и другие). При-
сутствие модификаций моносахаридных остат-
ков в составе ОПС могут значительно изменять 
химические и физико-химические свойства, 
приводящие и к изменениям биологических 
свойств ЛПС [4].

Одной из групп микроорганизмов, имеющих 
широкий биотехнологический потенциал, явля-
ются бактерии рода Ochrobactrum, широко рас-
пространенные в природе. Штаммы этого рода 
часто выделяются из почвы, сточных вод, рас-
тений и клинических образцов [5]. В частности, 
бактерии Ochrobactrum spp. часто выделяются 
из корней картофеля в разных географических 
точках и поэтому рассматриваются в качестве 
перспективных объектов в технологии повыше-
ния эффективности культивирования растений 
картофеля [6].

Структура и свойства ЛПС бактерий рода 
Ochrobactrum относительно мало изучены. На 
сегодняшний день охарактеризованы химиче-
ские структуры О-полисахаридов (ОПС) лишь 
5 штаммов данной группы бактерий. Ранее нами 
из корней картофеля был выделен бактериаль-
ный штамм Ochrobactrum cytisi IPA7.2 [6], для 
которого была описана структура повторяюще-
гося олигосахаридного звена ОПС и показана 
рост-стимулирующая активность ЛПС этого 
штамма в отношении микрорастений картофе-
ля [7]. Остаток N-ацетилглюкозамина в ОПС 
штамма O. cytisi IPA7.2 был ацетилирован в по-
ложении 3 и нестехиометрически ацетилирован 
в положении 6. В работе [4] было показано, что 
ацетилирование ЛПС значительно влияет на 
успешность бактериальной колонизации корней 
растений. В связи с этим целью данной работы 
являлось получение дезацилированного пре-
парата ЛПС штамма O. cytisi IPA7.2 и изучение 
его химического состава, физико-химических 
и антигенных свойств, а также влияния на рост 
микрорастений картофеля.

Материалы и методы

Объектом данного исследования являлся 
ЛПС штамма O. cytisi IPA7.2, для которого ранее 
была описана структура повторяющегося звена 
и активность по отношению к микрорастениям 
картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Кондор.

В данной работе был проведен щелочной 
гидролиз препарата ЛПС штамма IPA7.2 при 
действии 12% NH4OH в течение 16 ч при 37 °C. 
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Образовавшийся дезацилированный липополи-
сахарид (ДЛПС) обессоливали на колонке TSK 
HW-40 (S) в 1 %-ном водном растворе уксусной 
кислоты с последующей лиофилизацией. Выход 
препарата ДЛПС составил около 60% от исполь-
зованного для гидролиза препарата ЛПС.

Растворы глюкозы (25 мкг/мл), ЛПС и ДЛПС 
(75 мкг/мл) объёмом 0,5 мл смешивали с 0,5 мл 
5%-ного водного раствора фенола и 2,5 мл кон-
центрированной серной кислоты [8]. После ох-
лаждения растворов до комнатной температуры 
проводили измерение спектров с шагом 0,5 нм 
в диапазоне длин волн 400–600 нм с помощью 
спектрофотометра Specord S300 (Analytik Jena, 
Германия). Полученные спектры сравнивали 
со спектрами ОПС и дезацилированного ОПС 
(ДПС), препараты которых были получены в 
работе [7].

Препараты ЛПС и ДЛПС были исследованы 
на взаимодействие со специфическими анти-
телами к О-антигену штамма O. cytisi IPA7.2 с 
помощью метода двойной радиальной иммуно-
диффузии в агарозном геле [9].

Качественное и количественное опреде-
ление содержания остатков жирных кислот в 
составе препаратов ЛПС и ДЛПС было прове-
дено посредством анализа метиловых эфиров 
жирных кислот, как было описано в [10] с помо-
щью газового хроматографа GC-2010 (Shimadzu, 
Япония) на колонке EQUITY-1 (30 м × 0,32 мм) 
(Sigma-Aldrich, США). Была использована 
следующая температурная программа: 110 °C 
5 мин с последующим повышением до 290 °C 
со скоростью 5 °C/мин, конечное время элюции 
составило 30 мин; в качестве газа-носителя был 
использован гелий со скоростью потока 1,3 мл/
мин. Жирные кислоты были идентифицированы 
с использованием стандартной смеси метиловых 
эфиров жирных кислот (Sigma Aldrich, США).

Для водных растворов ЛПС и ДЛПС с кон-
центрацией 2,0 мг/мл было проведено измерение 
размера надмолекулярных частиц и их дзета-
потенциала методом динамического рассеяния 
света с помощью дзета-сайзера Malvern Nano-ZS 
(Malvern, Великобритания) при температуре 
37°С. Измерения проводили как было описано 
ранее [11]. Использовали показатели для воды 
как растворителя и углеводов как исследуемых 
макромолекул; фокусное расстояние – центр 
кюветы. Для определения дзета-потенциала ис-
пользовали установки программы DTS (Malvern, 
Великобритания) по умолчанию. Проводили по 
10 измерений каждого из параметров.

Статистическая обработка результатов. 
Во всех случаях количественных измерений 
проводили не менее трех независимых экспе-
риментов как минимум в трех повторностях. 
Результаты обрабатывали с использованием па-
кета Microsoft Offi ce Excel 2010; доверительные 
интервалы определяли для уровня значимости 
95% (P = 0,05).

Результаты и их обсуждение

Результаты измерения методом динами-
ческого рассеяния света распределения по 
размеру надмолекулярных частиц (мицелл), 
формируемых в водной среде препаратами ЛПС 
и ДЛПС, показали, что в результате щелочного 
гидролиза происходит снижение среднего диа-
метра частиц почти в два раза (с 65 до 35 нм) 
(рис. 1, а). Столь сильное изменение размеров 
мицелл может быть связано как с удалением 
примесных фосфолипидов и, соответственно, 
снижением гидрофобного ядра мицелл, так и 
удалением ацетильных групп О-полисахарида, 
приводящих к снижению гидрофобных взаимо-
действий между углеводными частями формиру-
емых частиц с распадом на отдельные мицеллы. 
Кроме того, установлено, что О-дезацилирование 
ЛПС изменяет дзета-потенциал надмолекуляр-
ных частиц с –22 до –30 мВ (см. рис. 1, б). По-
вышение отрицательного значения дзета-по-
тенциала мицелл ДЛПС может быть связано 
с увеличением доступности карбоксильных 
групп остатков N-ацетилманнуроновой кисло-
ты в составе О-полисахарида.

Анализ результатов фенол-сернокислотной 
реакции (рис. 2) показал, что спектральные ха-
рактеристики всех исследованных препаратов 
сходны между собой и со спектром глюкозы. 
Это наблюдение свидетельствует о том, что из 
трёх моносахаридных остатков в составе повто-
ряющегося звена ОПС окрашенные продукты 
реакции образует только остаток глюкозы. При 
этом дезацетилирование ОПС приводило к дву-
кратному увеличению экстинкции продуктов 
фенол-сернокислотной реакции при сохранении 
спектральных характеристик для препаратов 
ДПС, что может свидетельствовать об участии в 
реакции остатка N-ацетилглюкозамина после его 
полного дезацетилирования, происходящего в ре-
зультате последовательных кислотного и щелоч-
ного гидролиза. При этом отдельно кислотный 
(препарат ОПС) или щелочной (препарат ДЛПС) 
гидролиз не приводил к подобному эффекту.



Химия 47

Анализ состава жирных кислот в препаратах 
ЛПС и ДЛПС показал преобладание остатков 
3-гидрокситетрадекановой [14:0(3-ОН)], 3-ги-
дроксигексадекановой [16:0(3-ОН)], 11,12-мети-
лен-октадекановой [19с:0] и 27-гидроксиоктако-
зановой [28:0(27-ОН)] кислот. Жирнокислотный 
состав препаратов был качественно идентичен. 
Из чего был сделан вывод, что при щелочном 
гидролизе липид А не изменяется, что свиде-
тельствует о химической устойчивости липида 
А из-за соединения жирных кислот четырьмя 
устойчивыми к щелочному гидролизу амидными 
связями (в положениях 2, 3, 2’ и 3’ обоих остатков 
2,3-диамино-D-глюкозы (GlcN3N) липида А, как 
это ранее было показано для липида А типовых 
штаммов Ochrobactrum anthropi LMG 3301 [12] и 
Phyllobacterium trifolii PETP02 [13].

Также провели изучение иммунохими-
ческих свойств полученных препаратов с ис-
пользованием антител к клеткам O. cytisi IPA7.2 
с помощью иммунодиффузионного анализа. 
Было обнаружено, что ДЛПС и ЛПС одинаково 
взаимодействуют с антителами. Таким образом, 
ацетильные группы, удалённые при щелочном 
гидролизе из полисахаридной части, не влияют 

Рис. 1. Результаты измерения размера (а) и дзета-потенциала (б) надмолекулярных частиц, образуемых препаратами 
ЛПС и ДЛПС ризобактерии Ochrobactrum cytisi IPA7.2 в водной среде при концентрации 2 мг/мл. Погрешности 

показывают стандартные отклонения для 10 измерений
Fig. 1. Results of measuring the size (a) and zeta potential (b) of LPS and DLPS micelles from bacterium Ochrobactrum cytisi 
IPA7.2 in an aqueous medium at a concentration of 2 mg/ml. Bars show standard deviations (± SD) for 10 measurements

Рис. 2. Спектры продуктов фенол-сернокислотной реак-
ции препаратов: 1 – ДПС; 2 – ЛПС; 3 – ДЛПС; 4 – ОПС; 

5 – в сравнении со спектром глюкозы
Fig. 2. Spectra of the products of the phenol-sulfuric acid 
reaction for: 1 – DPS; 2 – LPS; 3 – DLPS; 4 – OPS; 5 – glucose
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на взаимодействие с антителами. Это может быть 
объяснено структурой биологического звена 
О-полисахарида (рис. 3). Поскольку наибольший 
вклад во взаимодействие с антителами вносит 
терминальный и субтерминальные остатки 
моносахаридов [14, 15], которые в составе ОПС 
штамма O. cytisi IPA7.2 неацетилированы, аффин-
ность антител, специфичных к нативному ОПС, 

остаётся высокой. Удаление же ацетильной груп-
пы у третьего с терминального конца моносаха-
ридного остатка не влияет на взаимодействие 
с антителами. Показано также, что препараты 
ОПС и ДПС не образуют полос преципитации 
с антителами в агарозном геле, что может быть 
связано с образованием растворимых иммунных 
комплексов.

Рис. 3. Структуры терминальных олигосахаридных звеньев в составе ЛПС 
(1, 2) и ДЛПС (3). Нестехиометрическое ацетилирование О-полисахарида 
делает возможным ацетилирование остатка N-ацетилглюкозамина по 

положениям 3 и 6 (1) или только по положению 3 (2)
Fig. 3. Structures of terminal oligosaccharide repeats of LPS (1, 2) and DLPS 
(3). Non-stoichiometric acetylation of the O-polysaccharide makes it possible 
to acetylate the N-acetylglucosamine residue at positions 3 and 6 (1) or only 

at position 3 (2)

Был проведён эксперимент по изучению 
влияния полученного препарата ДЛПС на рост 
микрорастений картофеля в условиях in vitro. К 
7-суточным микрорастениям картофеля были 

добавлены препараты ЛПС и ДЛПС до конечной 
концентрации в среде культивирования 10 мкг/мл.
Через 14 дней были измерены морфометри-
ческие показатели микрорастений (таблица). 

Морфометрические параметры 21-суточных микрорастений картофеля сорта Кондор, 
обработанных препаратами ЛПС и ДЛПС штамма O. cytisi IPA7.2

Table. Morphometric parameters of 21-day-old potato microplants (cultivar Kondor) 
treated with LPS and DLPS of O. cytisi strain IPA7.2

Вариант Длина побега, см Кол-во корней, шт. Длина корней, см
Сухая масса, мг

побега корней
Контроль 10,78 6,70 a 11,0 a 339 172 a
ЛПС 9,50 7,75 b 14,7 b 313 198 b
ДЛПС 9,50 6,30 a 9,40 a 326 182 a
Fфакт 1,09 4,87* 5,99* 1,23 4,74*
НСР0,05 – 0,86 2,65 – 12

Примечание. * Показывает присутствие достоверных различий для исследуемого параметра по данным одно-
факторного дисперсионного анализа (Fфакт > Fтеор). Различные латинские буквы (a и b) указывают на статистическую 
значимость различий между вариантами при ранжировании средних по тесту Дункана.

Note. * Indicates the presence of signifi cant differences for the studied parameter according to one-way ANOVA 
(Ffact > Ftheor). Different Latin letters (a and b) indicate the statistical signifi cance of the differences between the variants 
by ranking the means using the Duncan test.
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Установлено, что препарат ЛПС достоверно 
повышал количество (+16%) и среднюю длину 
корней (+13%) микрорастений картофеля, а 
также увеличивал сухую массу корней на 15% 
относительно микрорастений контрольного ва-
рианта. При этом микрорастения, выращенные 
на среде с добавлением препарата ДЛПС, не 
отличались от контрольных. Таким образом, 
ацетилирование полисахаридной части молекул 
ЛПС является важным для проявления био-
логической активности в отношении растений.

Заключение

Полученные данные свидетельствуют о 
том, что нестехиометрическое ацетилирование 
ОПС O. cytisi IPA7.2 не оказывает существен-
ного влияния на взаимодействие со специфи-
ческими антителами, но является важным для 
взаимодействия молекул ЛПС с растениями.
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Аннотация. Предложено улучшение нового неинвазивного метода учета совокупного 
обилия мелких млекопитающих в городской среде. Проверяли два варианта возможного 
усовершенствования методики: использование бутылок уменьшенного объёма (0,25 л vs 
0,5 л) для повышения эргономичности и применение непрозрачных бутылок с целью по-
вышения их привлекательности для животных. Бутылки большого и маленького размера с 
диаметром горлышка 38 мм скрепляли попарно и выкладывали линиями с интервалами в 
5 м. Аналогично поступали с парами чёрных и прозрачных бутылок. В каждую закладыва-
ли приманку из ржаного хлеба с нерафинированным подсолнечным маслом. В последую-
щие дни фиксировали заходы зверьков в бутылки. Обнаружили, что значимых различий в 
посещаемости бутылок объёмом 0,5 и 0,25 л нет, как и в случае с чёрными и прозрачными 
стенками. Таким образом, этот простой метод оценки обилия мелких млекопитающих мо-
жет быть ещё более оптимизирован за счёт использования бутылок меньшего размера, 
цвет которых не имеет значения.
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Abstract. Previously we proposed a new reconnaissance method for estimating the total abundance of small mammals in urban areas. The 
method includes placing plastic bottles with bait inside equal distances apart. In this research we examined two ways to improve the method: 
using bottles of smaller volume (0,25 liters instead of 0,5 liters) to increase the ergonomics and using opaque bottles to make them more attrac-
tive for animals. Bigger and smaller bottles with neck diameter of 38 mm were fastened in pairs which were set in a transect with a fi ve-meter 
spacing. The same was done with pairs of opaque and transparent bottles. A bait (rye bread with unrefi ned sunfl ower oil) was put into all the 
bottles. During the following days we recorded animals’ visits into the bottles. It was found out that there are no signifi cant diff erences in how 
often animals attend bottles of 0,25 liters and 0,5 liters, the same results were received for both transparent and opaque bottles. Thus, the simple 
method for estimating abundance of small mammals may be optimized by using smaller bottles, the colour of which is not important.
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Введение

Значительная часть полевых исследова-
ний мелких млекопитающих предполагает 
оценку их обилия, для чего существует много 
методов, большинство из которых относятся к 
инвазивным, то есть подразумевающим умерщ-
вление, травмирование или изъятие особей из 
природной среды. К этой группе относятся 
три наиболее распространённых метода от-
лова – давилками, живоловками, конусами 
(цилиндрами). Между тем в последнее десяти-
летие повышаются требования к гуманности 
исследований [1, 2]. Кроме того, применение 
инвазивных методов, подразумевающих безвоз-
вратное изъятие животных из природной среды, 
может приводить к появлению артефактов в 
получаемых результатах [3, 4]. Отлов может 
быть нежелателен или запрещён по отношению 
к редким или находящимся под угрозой исчез-
новения видам. Однако именно такие животные 
требуют изучения в первую очередь. Исполь-

зование традиционных методов отлова может 
быть затруднено из-за природно-климатических 
особенностей территории [5]. По этим причинам 
растёт значение неинвазивных методов для 
изучения мелких млекопитающих. К этой 
группе относятся косвенные методы, которые 
основаны на учёте признаков присутствия 
животных без непосредственного контакта с 
исследователем. Косвенные методы дают менее 
точные оценки обилия, но требуют наименьших 
затрат усилий и времени. Применительно к мел-
ким млекопитающим косвенные учёты успешно 
применяются, прежде всего, к видам, которые 
оставляют хорошо заметные признаки своего 
присутствия – норы, «дома», тропы и тому по-
добное [6–9]. По отношению к скрытным видам 
такой подход обычно оказывается слишком 
ненадежным, требуя от исследователя высо-
кой квалификации, но, тем не менее, дающим 
крайне субъективный результат. Существует 
также другая группа косвенных методов учёта, 
в которых используются технические приспо-
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собления разной степени сложности – следовые 
площадки, волосяные трубки, фотоловушки 
и т. п. [10–12]. Но они, помимо несомненных 
достоинств, обладают и рядом недостатков, в 
числе которых можно отметить сравнительно 
высокую стоимость и/или трудоёмкость, что 
накладывает ограничения на масштаб прово-
димых работ.

По мере расширения площадей городов 
по всему миру увеличивается и актуальность 
исследований мелких млекопитающих на 
урбанизированных территориях. Город яв-
ляется специфической, эволюционно новой 
средой обитания. Изменения касаются и абио-
тических, и биотических факторов в равной 
степени. Вследствие этого необходимо изу-
чение новых закономерностей жизни мелких 
млекопитающих, составляющих важную часть 
урбанизированной фауны. Исследования в го-
родских местообитаниях имеют собственную 
специ фику. Например, здесь исследователи 
часто сталкиваются с кражами и вандализмом 
по отношению к научному оборудованию, что 
приводит к повышению издержек и может 
снижать объём и качество получаемых дан-
ных [13]. Городские ландшафты сильно фраг-
ментированы и всегда включают островные и 
узкие линейные местообитания, что ограни-
чивает применение некоторых традиционных 
методов. Ранее мы предложили косвенный, 
неинвазивный метод оценки общего обилия 
мелких  млекопитающих ,  пригодный  для 
использования в городской среде [14]. Учёт 
проводится с помощью пластиковых бутылок 
объемом 0,5 л с горлышком 38 мм, которые со-
держат приманку и раскладываются в линии 
с интервалом 5 или 10 м. Доля бутылок, где 
приманка поедена или отсутствует, служит 
индексом обилия животных, который может 
быть пересчитан в относительную численность 
или плотность, соотносимую, соответственно, 
с отловом линиями давилок или площадками 
живоловок. Было показано, что за счёт деше-
визны и простоты бутылочный метод подходит 
для масштабных рекогносцировочных исследо-
ваний в городской среде и может применяться 
как в комплексе с другими способами, так и 
самостоятельно.

Цель данного исследования состояла в том, 
чтобы попытаться повысить эффективность и 
эргономичность описанного ранее метода. Мы 
предположили, что при использовании бутылок 
меньшего объёма (0,25 вместо 0,5 л) с тем же ди-
аметром горлышка их посещаемость останется 

неизменной, что позволит сократить суммарный 
объём бутылок, снизить трудозатраты на их 
транспортировку и раскладку. Кроме того, мы 
хотели проверить, есть ли у мелких млекопита-
ющих предпочтения в выборе бутылок с разной 
освещённостью внутри, что могло бы повлиять 
на эффективность метода. Мы предположили, 
что бутылки с меньшей освещенностью будут 
посещаться чаще.

Материалы и методы

Первый эксперимент имел целью сравнение 
посещаемости мелкими млекопитающими боль-
ших и малых бутылок и был проведён в июне 
2019 г. на закрытой для посетителей территории 
дендрария Ботанического сада УрО РАН, Екате-
ринбург. В ходе предварительных опытов было 
установлено, что белки, в изобилии живущие 
в месте проведения исследования, чаще до-
стают приманку из малых бутылок, что могло 
внести искажения результатов в тех случаях, 
когда их вмешательство не было очевидным. 
Поэтому большие и малые бутылки из поли-
этилентерефталата скрепляли попарно скотчем 
(рис. 1, а). В этом случае постороннее вмеша-
тельство должно действовать на них в равной 
степени. В каждую бутылку помещали при-
манку в виде кубика ржаного хлеба размером 
1,5 × 1,5 см, смоченного нерафинирован-
ным подсолнечным маслом. Пары бутылок 
(37 пар) раскладывали в линейную трансекту 
с интервалами 5 м. Заходы в каждую бутыл-
ку фиксировались каждое утро в течение 9 
дней (туров). Отсутствие приманки и погрызы 
считались заходом одного зверька. Каждые 
два дня линии перемещались, чтобы избежать 
прикормки зверьков к бутылкам (всего четы-
ре перемещения). На каждом месте было две 
проверки бутылок, после четвертого переме-
щения – одна. Таким образом, объем промыс-
лового усилия составлял 666 бутылко-суток 
(37 × 2 × 9). Если пара бутылок имела признаки 
вмешательства нецелевых видов (белки, со-
баки, насекомые, люди), они не учитывались в 
дальнейших расчётах.

В ходе второго эксперимента проверяли 
гипотезу, что мелкие млекопитающие могут 
охотнее заходить в тёмные бутылки, напо-
минающие норы по освещённости. Работу 
проводили в июле 2020 г. там же, где и первый 
эксперимент. Использовали скреплённые 
пары бутылок объёмом 0,5 л, одна из которых 
была покрашена чёрной эмалью (см. рис. 1, б). 

О. В. Толкачёв и др. К совершенствованию неинвазивного метода оценки обилия грызунов 



Научный отдел54

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2024. Т. 24, вып. 1

Пары выложили в виде решётки 12×12 с интер-
валами 10 м (144 пары, 288 бутылок). Исполь-
зовали стандартную приманку, как описано 
выше. Заходы в чёрные и прозрачные бутылки 
зафиксировали однократно, спустя сутки после 
раскладки. Так же, как и в первом эксперимен-
те, отмечали случаи, когда бутылки не были 
посещены или имели признаки постороннего 
вмешательства.

Статистическая обработка
Для сравнения долей посещённых бутылок 

разного объёма совокупно для всех повторно-
стей использовали критерий χ2, при этом полу-
ченные значения сопоставлялись со средним 
(теоретическим). При сравнении без суммиро-
вания результатов повторностей применили тест 
Уилкоксона для связанных выборок, поскольку 
результат одной бутылки в паре потенциально 

мог влиять на результат второй бутылки. В обоих 
экспериментах элементарной учетной единицей 
было одно посещение бутылки. Расчёты прово-
дили в программном пакете STATISTICA 6.0, 
StatSoft Inc.

Результаты и их обсуждение

В ходе эксперимента по сравнению по-
сещаемости бутылок разного объёма зафикси-
ровано 211 заходов в большие бутылки и 207 
в малые: посещены обе бутылки в паре – 203 
случая; только большая – 8; только малая – 4; 
результаты аннулированы из-за постороннего 
вмешательства – 71; ни одна бутылка в паре не 
посещена – 47 (табл. 1). Различия при сравнении 
двух типов бутылок по сумме посещений были 
незначимыми (χ2 = 0,19; df = 1; p = 0,66).

Рис. 1. Пары пластиковых бутылок разных видов для сравнения их посещаемости 
мелкими млекопитающими: а – бутылки разного объёма; б – бутылки разной про-

зрачности (с разной освещенностью внутри)
Fig. 1. Pairs of plastic bottles of different types to compare their attendance by small milk 
feeders: a – bottles of different volumes; b – bottles of different transparency (with dif-

ferent illumination inside)

Таблица 1 / Table 1
Результаты посещений бутылок разного размера мелкими млекопитающими суммарно за 9 туров

The total number of visits made by small mammals to bottles of different sizes over nine tours

Бутылки /
Bottles

Посещённые / Visited Непосещённые /
Unvisited

Исключённые из анализа /
Excluded from the analysis

Большие / Large Малые / Small Большие / Large Малые / Small Большие / Large Малые / Small

Обе в паре /
Both are 
paired

203 203 47 47 71 71

Одна в паре /
One in a pair 8 4 4 8 – –

Всего / 
Total

211 207 51 55 71 71

418 106 142

а /a б/b
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Рис. 2. Доля бутылок двух типов, посещённых в каждом туре (исключены из учёта 
пары бутылок с признаками внешнего вмешательства)

Fig. 2. The percentage of each type of bottle visited during each tour (excluding any 
bottles that showed signs of external interference)

При более детальном анализе выяснилось, 
что процент посещённых точек учёта варьировал 
от 31 до 100% в разных турах, но различие по 
этому параметру между большими и малыми 
бутылками также было незначимым (рис. 2). 
Наименьшая посещаемость бутылок обоих типов 

наблюдалась в первом туре, что, по-видимому, 
связано с эффектом неофобии. Последующие 
колебания общей посещаемости бутылок могут 
быть связаны с изменением активности мелких 
млекопитающих, вызванным погодными эффек-
тами [8, 15, 16].

В эксперименте по проверке влияния 
уровня освещения внутри бутылки на её по-
сещаемость мелкими млекопитающими было 
зафиксировано  равное  число  посещений 
(по 77) чёрной и прозрачной модификаций: 

посещены обе бутылки в паре – 72 случая; 
только чёрная – 5; только прозрачная – 5; ре-
зультаты аннулированы из-за постороннего 
вмешательства – 4; ни одна бутылка в паре не 
посещена – 58 (табл. 2).

Таблица 2 / Table 2
Результаты посещений мелкими млекопитающими бутылок с разной прозрачностью стенок

The total number of visits made by small mammals to bottles with varying degrees of wall transparency

Бутылки /
Bottles

Посещённые / Visited Непосещённые /
Unvisited

Исключённые из анализа /
Excluded from the analysis

Чёрные /
Black

Прозрачные /
Transparent

Чёрные /
Black

Прозрачные /
Transparent

Чёрные /
Black

Прозрачные /
Transparent

Обе в паре /
Both are 
paired

72 72 58 58 4 4

Одна в паре /
One in a pair 5 5 5 5 –  –

Всего /
Total

77 77 63 63 4 4

154 126 8

Полученные в ходе эксперимента результаты 
могут свидетельствовать о том, что ни объём, 
ни освещенность внутри бутылки не влияют на 

её посещаемость мелкими млекопитающими. 
Поэтому для бутылочного метода учёта обилия 
животных целесообразно использовать малые 
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бутылки, так как они меньше, легче и, соответ-
ственно, удобнее. При этом бутылки могут быть 
как прозрачными, так и нет. Мы предполагали, 
что чёрные бутылки, минимально пропуска-
ющие свет, будут более привлекательны для 
мелких млекопитающих, использующих норы 
в качестве укрытий. Непрозрачные материалы 
используются и в других устройствах для изу-
чения этой группы животных, например, в сле-
довых тоннелях, включая имеющиеся в продаже 
[17–19]. Никто из указанных авторов не поясняет 
выбор цвета конструкции, но мы предполага-
ем, что они руководствуются тем, что светлые 
объекты редко встречаются на уровне земли в 
естественной среде и могут отпугивать мелких 
млекопитающих, ведущих преимущественно 
ночной образ жизни. Также есть данные, что 
грызуны чаще избегают следовых тоннелей с хо-
рошей освещённостью внутри [20]. Можно пред-
положить, что действие фактора освещённости 
в нашем исследовании всё-таки отличалось от 
ноля, но нивелировалось наличием приманки, 
которая мотивировала животных к риску.

Следует отметить, что результаты данной 
работы относятся только к тем видам мелких 
млекопитающих, которые, как установлено 
нами в сопутствующем исследовании, встреча-
лись в месте проведения работ: полевая мышь 
(Apodemus agrarius Pallas, 1771), лесная мышь 
(Sylvaemus uralensis Pallas, 1811) и серые полевки 
(Microtus spp.).

Метод учёта обилия мелких млекопитаю-
щих с помощью бутылок предназначен, в первую 
очередь, для использования в городской среде. 
Одним из его преимуществ является низкая 
подверженность кражам и вандализму, кото-
рые являются проблемой при исследованиях в 
антропогенных условиях по всему миру [13]. С 
этой точки зрения прозрачные бутылки предпо-
чтительнее, поскольку они встречаются гораздо 
чаще чёрных и привлекают меньше внимания.

Заключение

Таким образом, мы не обнаружили влия-
ния объема бутылки или уровня освещенности 
внутри неё на посещаемость мелкими млекопи-
тающими. При использовании этого метода мы 
рекомендуем выбирать бутылки объемом 0,25 л 
любой степени прозрачности.
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Аннотация. Активное использование синтетических красителей неотрывно связано с увеличивающимися темпами индустриализа-
ции. Однако из-за недостаточной результативности работы очистных сооружений до 40% красителей попадают в сточные воды в не-
измененном виде, загрязняя тем са  мым окружающую среду. Красители трифенилметанового ряда, в частности малахитовый зеленый, 
являются токсичными, аллергенными и канцерогенными. Способность к деколоризации и деградации синтетических красителей по-
казана для некоторых бактерий и грибов, являющихся продуцентами фенол окисляющих ферментов, в том числе и для бактерий рода 
Azospirillum. Многие факторы способны индуцировать и ингибировать эффективность биодеградации, в частности ферментативные 
системы, вовлеченные в процессы обесцвечивания. Представлены результаты исследования влияния типичных деактивирующих 
агентов фенолоксидаз, таких как H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, твин и азид натрия на активность фенолоксидаз 
азоспирилл и способность к деколоризации малахитового зеленого. Обнаружено, что твин и азид натрия не оказывают ингибирующего 
воздействия на ферменты азоспирилл и проявляют стабилизирующее действие на весь комплекс в целом. Ингибирующий эффект от 60 
до 100% отмечен для лакказной и Mn-пероксидазной активности под действием β-меркаптоэтанола, дитиотреитола и ЭДТА, что прямо 
пропорционально отражается на степени деколоризации малахитового зеленого. При сравнении полученных сведений с данными 
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Abstract. Synthetic dyes are widely used in various branches of light industry. Due to the insuffi  cient effi  ciency of industrial painting processes, 
a large percentage of dyes end up in the wastewater of enterprises in an unmodifi ed form, which creates a huge risk of environmental pollution 
with these compounds. Triphenylmethane dyes, in particular malachite green, are toxic, allergenic and carcinogenic compounds. To date, bio-
degradability of triphenylmethane dyes has been shown for some bacteria and fungi producing phenol oxidase complex enzymes, including soil 
associative bacteria of the genus Azospirillum. Many factors are capable of inducing and inhibiting the biodegradation effi  ciency, in particular the 
enzymatic systems that are involved in bleaching processes. In the present work we studied the eff ects of typical deactivating agents of phenol 
oxidases, such as H2O2, EDTA, SDS-Na, β-mercaptoethanol, dithiothreitol, Tween, and sodium azide, on the azospirilla’s phenol oxidases activity 
and the ability to decolorize malachite green. It was found that Tween and sodium azide do not have an inhibitory eff ect on azospirillum enzymes 
and exhibit a total stabilizing eff ect on the entire complex. An inhibitory eff ect from 60 to 100% was noted for laccase and Mn-peroxidase activ-
ity under the action of β-mercaptoethanol, dithiothreitol and EDTA, which is directly proportional to the decolorization rate of malachite green. 
Compared with the latest issues on classical phenol-oxidizing enzymes, our data revealed non-typical properties of the phenol oxidase complex 
enzymes of azospirillum.
Keywords: Azospirillum, phenol oxidases, malachite green, decolorization
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М. А. Купряшина и др. Влияние ингибиторов фенолоксидаз на эффективность деколоризации 

Введение

В последние годы особое внимание уде-
ляется токсикологии окружающей среды из-за 
злоупотребления в использова нии синтетиче-
ских красителей и серьезных последствий от 
их воздействия на водные и земельные ресурсы 
[1, 2]. К сожалению, обычные физико-химиче-
ские методы обработки промышленных стоков, 
включающие сорбцию, химическую флокуля-
цию, фильтрацию или коагуляцию, оказались 
малоэффективны [3, 4]. В качестве альтернати-
вы начались активные исследования редукции 
красителей различными биологическими объ-
ектами. Ранее мы показали, что непатогенные ас-
социативные микроорганизмы рода Azospirillum 
обладают фенолоксидазной активностью [5–8]. 
Окислительная способность бактериальных фе-
нолоксидаз несколько ниже грибных, при этом 
отмечаются различия не только в кинетических, 
но и в каталитических свойствах ферментов [9]. 
Учитывая опыт применения фенолоксидаз в 
различных отраслях промышленности, перво-
степенное значение имеет поиск ферментов с 
нетипичными свойствами [10, 11]. Знания об 
активаторах и ингибиторах фенолоксидаз акту-
альны в контексте промышленного применения, 
так как ряд органических и неорганических 
соединений, присутствующих в окружающей 
среде, способен оказывать воздействие на 
ферментативную активность [12]. Ранее нами 
обнаружена способность азоспирилл, благода-
ря наличию пула фенолокислящих ферментов, 
обесцвечивать малахитовый зеленый – синте-
тический краситель трифенилметанового ряда, 
обладающий мутагенными и канцерогенными 

свойствами [13]. Многие факторы способны 
индуцировать и ингибировать эффективность 
биодеградации, воздействуя на ферментативные 
системы бактерий, вовлеченные в процессы 
обесцвечивания. Выяснение влияния различных 
эффекторов на активность ферментов фенол-
оксидазного комплекса и процесс биодеколо-
ризации имеет важное значение для разработки 
прикладных технологий.

Цель работы – оценка влияния таких со-
единений, как H2O2, ЭДТА (этилендиаминте-
траацетат), ДДС-Na (додецилсульфат натрия), 
β-меркаптоэтанол, дитиотреитол на активность 
фенолоксидаз азоспирилл и эффективность де-
колоризации малахитового зеленого.

Материалы и методы

В настоящей работе в качестве биообъекта 
был взят штамм Azospirillum brasilense SR80 
из коллекции ризосферных микроорганизмов 
ИБФРМ РАН. Культивирование бактерий про-
водили в жидкой малатно-солевой среде при 
37°C. Для оценки действия типичных деакти-
вирующих агентов фенолоксидаз на уровень 
ферментативной активности и эффективности 
обесцвечивания малахитового зеленого, бакте-
рии культивировали в стационарных условиях 
без постоянного перемешивания в течение 48 ч, 
далее осаждали центрифугированием  в течение 
15 мин при 7000 g, супернатант использова-
ли для дальнейших анализов. В эксперимент 
были взяты соединения: H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, 
β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, твин 80 и азид 
натрия. Вещества вносили в инкубационную 
смесь в конечной концентрации 2 мМ (концен-
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трация была выбрана исходя из данных литера-
турных источников). Оценку влияния данных 
соединений на активность лакказ, лигнин- и 
Mn-пероксидаз проводили в соответствии со 
стандартной методикой [8]. Удельную актив-
ность выражали в единицах на 1 мг белка. О 
содержании белка судили по количественной 
реакции с реактивом Бредфорд [14]. Образец 
культуральной жидкости прединкубировали 
с исследуемым соединением в течение 10 мин 
при комнатной температуре с последующем 
измерением удельной активности ферментов. 
Кинетическое измерение начинали с добавле-
ния субстратов в соответствующем буферном 
растворе. В качестве контроля выступала удель-
ная активность фермента, детектируемая в об-
разцах без внесения исследуемых соединений. 
Параллельно, для того чтобы подтвердить, что 
исследуемые соединения не участвуют в нефер-
ментативных реакциях с вератриловым спиртом 
и 2,6-диметоксифенолом, проводили измерение 
оптической плотности в инкубационной смеси 
без добавления образца. 

Оценку эффективности обесцвечивания 
малахитового зеленого проводили в 96-луноч-
ных планшетах с плоским дном. Сначала в лун-
ки вносили образцы культуральной жидкости, 
инкубировали с исследуемым соединением в 
течение 10 мин при комнатной температуре, 
далее добавляли малахитовый зеленый в конеч-
ной концентрации 1мМ. Показания оптической 
плотности проводили на планшетном спектро-
фотометре Spark 10 M («Tecan», Швейцария), 
в режиме фотометрии при 620 нм в цикле 
3 измерений с интервалом 3 ч при термостатиро-
вании при 27°C. Эффективность деколоризации 
рассчитывали по формуле [15]:

%деградации = 100 ×
Анач − Акон

Анач
.

Эксперименты выполняли минимум в трех 
повторностях в трех независимых эксперимен-
тах, полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистического пакета анализа 
данных программы Excel Microsoft Offi ce XP. 

Результаты и их обсуждение

В ходе данной работы было исследовано вли-
яние H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, β-меркаптоэтанола, 
дитиотреитола, твина 80 и азида натрия на 
внеклеточную лакказную, лигнин- и Mn-
пероксидазную активность азоспирилл и эф-

фективность деколоризации синтетического 
красителя – малахитового зеленого. В экспе-
римен т был взят штамм Azospirillum brasilense 
SR80, для которого ранее показаны высокие 
уровни продукции фенолокисляющих фер-
ментов. В качестве модельного синтетическо-
го красителя был взят малахитовый зеленый 
(тетраметил-4,4-диаминотрифенилметан). Как 
видно из представленных графиков, типичные 
деактивирующие агенты фенолоксидаз оказы-
вали как стимулирующее, так и ингибирующее 
действие на активность ферментов в нашем 
эксперименте (рис. 1). На эффективность обес-
цвечивания малахитового зеленого выбранные 
деактивирующие агенты также оказывали раз-
личное влияние (рис. 2).

Наиболее сильным деактивирующим эф-
фектом в отношении всех исследуемых фермен-
тов фенолоксидазного комплекса азоспирилл 
обладал β-меркаптоэтанол. Широко известно, 
что многие белки денатурируют в присутствии 
β-меркаптоэтанола из-за восстановления дис-
ульфидных связей. Поэтому меркаптоэтанол 
часто используют при исследовании структуры 
белков, например, для перевода всех молекул 
белка из олигомерного в мономерное состояние 
[16]. Прединкубация образцов культуральной 
жидкости SR80 с меркаптоэтанолом снижала 
активность лигнин- и Mn-пероксидаз в 1.5 раза 
(см. рис. 1), в то время как для Aspergillus terreus, 
Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium 
была показана полная дезактивация лигнин- и 
Mn-пероксидаз под действием аналогичных 
концентраций β-меркаптоэтанола [17–19]. Вне-
клеточная активность лакказы азоспирилл под 
действием β-меркаптоэтанола инактивирова-
лась на 90% (см. рис. 1), аналогичная тенден-
ция отмечалась для термофильной бактерии 
Cohnella sp. Снижение активности фермента 
в присутствии β-меркаптоэтанола может быть 
связано с восстановлением окисленного суб-
страта сульфгидрильной группой [20]. В то же 
время присутствие β-меркаптоэтанола в среде 
культивирования лишь незначительно снижало 
эффективность деколоризации малахитового 
зеленого взятым в эксперимент штаммом.

Иная картина наблюдалась в отношении 
азида натрия. Для большинства лакказ и пе-
роксидаз лигнинолитических комплексов 
грибов было показано полное ингибирование 
ферментативной активности в присутствии 
азида натрия [11, 19, 21, 22]. Предполагается, 
что азид натрия блокирует перенос электронов, 
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Рис. 1. Удельная активность внеклеточной лигнин-пероксидазы (а), 
лакказы (б), Mn-пероксидазы (в) A. brasilense SR80: 1 – контроль, 2 – ЭДТА, 
3 – дитиотрейтол, 4 – азид натрия, 5 – Na-ДДС, 6 – Н2О2, 7 – твин 80, 

8 – β-меркаптоэтанол
Fig. 1. Activity of extracellular lignin peroxidase (a), laccase (b), Mn-peroxidase 
(c) A. brasilense SR80: 1 – control, 2 – EDTA, 3 – dithiothreitol, 4 – sodium 
azide, 5 – sodium dodecyl sulfate, 6 – Н2О2, 7 – twin 80, 8 – β-mercaptoethanol
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из-за чего фермент теряет свою окислительную 
способность [23]. NaN3 снижет активность 
бактериальных лакказ на 45–48% [20, 24]. Од-
нако для исследуемого штамма установлено 
лишь незначительное снижение лакказной и 

Mn-пероксидазной активности под действием 
азида натрия, при этом на активность лигнин-
пероксидазы данное соединение не оказывало 
влияния вовсе (см. рис. 1). Стоит отметить, что 
на лакказную активность Bacillus sp. NaN3 так-

М. А. Купряшина и др. Влияние ингибиторов фенолоксидаз на эффективность деколоризации 
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же не оказывал никакого эффекта [24]. Обесц-
вечивание синтетического красителя в среде 
снижалось на 30% (см. рис. 2).

Согласно данным литературы, также до-
статочно сильным ингибитором общей фено-
локсидазной активн ости является дитиотрей-
тол [11]. Однако в ряде работ показано, что по-
давление активности лакказы дитиотреитолом 
имеет обратимый характер, и с увеличением 
времени инкубации в реакционной смеси на-
блюдается образование окисленных катион-ра-
дикалов. Предполагается, что в данном случае 
дитиотрейтол выступает не в роли ингибитора 
ферментативной реакции, а является конкурен-
том по отношению к хромагенному субстрату 
[11]. Активность Mn-пероксидазы снижа-
лась в 4.3 раза в присутствии дитиотрейтола 
(см. рис. 1), аналогичное влияние отмечалось 
и для грибных Mn-пероксидаз [25, 26]. В то же 
время данное вещество проявляло стимулиру-
ющий эффект в отношении лигнин-перокси-
дазы, в ходе эксперимента мы детектировали 
увеличение ферментативной активности более, 
чем в 2.5 раза (см. рис. 1). Повышенная актив-
ность фермента в присутствии дитиотреитола 
может указывать на важную роль восстанов-
ленных SH-групп в осуществлении каталити-
ческого процесса. Также нами не отмечалось 
снижение способности бактерии к деколори-
зации красителя.

Этилендиаминтетраацетат является хела-
тором ионов двухвалентных металлов, в связи 

с чем выступает в роли ингибитора многих 
металлсодержащих ферментов, и, в свою оче-
редь, не обладает строгой специфичностью к 
блокированию активности фенолоксидаз. Как 
для грибных, так и для бактериальных лакказ 
ЭДТА является сильнейшим ингибитором, 
полностью подавляющим активность фермента 
даже при низких концентрациях (0.02–0.1 мМ) 
[11, 20]. Для внеклеточной лакказной актив-
ности азоспирилл также отмечалось полное 
ингибирование активности фермента под 
действием ЭДТА. В работе Vandana с соавто-
рами при исследовании стимулирующего/ин-
гибирующего действия данного соединения в 
отношении лигнин-пероксидазы Phanerochaete 
chrysosporium отмечалось нетипичное увели-
чение активности фермента [19], аналогичные 
данные были получены в нашей работе. Лиг-
нин-пероксидазная активность азоспирилл 
в условиях эксперимента увеличивалась в 
3 раза (см. рис. 1). Во многих работах сообща-
ется о частичном ингибировании активности 
Mn-пероксидазы ЭДТА за счет образования 
комплекса с железопротопорферином, являю-
щимся кофактором фермента [17, 18, 22]. Для 
Mn-пероксидазы азоспирилл было характерно 
снижение активности фермента до 70% от на-
чального уровня. Снижение эффективности 
обесцвечивания красителя отмечалось более 
чем на 50% от контроля (см. рис. 2).

Перекись водорода, несмотря на то что она 
является природным субстратом как лигнин-, 

Рис. 2. Эффективность деколоризации малахитового зеленого A. brasilense SR80: 1 – контроль, 2 – ЭДТА, 3 – ди-
тиотрейтол, 4 – азид натрия, 5 – Na-ДДС, 6 – Н2О2, 7 – твин 80, 8 – β-меркаптоэтанол

Fig. 2. Effi ciency of decolorization of malachite green A. brasilense SR80: 1 – control, 2 – EDTA, 3 – dithiothreitol, 4 – so-
dium azide, 5 – sodium dodecyl sulfate, 6 – Н2О2, 7 – twin 80, 8 – β-mercaptoethanol
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так и Mn-пероксидаз, способна ингибировать 
данные ферменты. Показано, что в случае вне-
сения большего количества перекиси водорода 
лигнинолитические пероксидазы инактивиру-
ются с разрушением гема. При этом грибные 
лигнин-пероксидазы более чувствительны к 
инактивации перекисью водорода, по сравне-
нию с Mn-пероксидазами [25]. В ходе нашего 
исследования при прединкубировании ис-
следуемых образцов культуральной жидкости 
азоспирилл с перекисью водорода отмечалось 
снижение лигнин-пероксидазной активности 
более, чем на 50% (см. рис. 1). При этом эф-
фективность обесцвечивания красителя резко 
снижалась (см. рис. 2). 

Лакказная активность исследуемого штам-
ма азоспирилл незначительно повышалась в 
присутствии перекиси водорода, в то время как 
для грибных лакказ Psilocybe castanella, Lentinus 
crinitus, Trametes villosa, Pleurotus ostreatus, As-
pergillus niger показана инактивация фермента-
тивной активности на 40–80% под воздействием 
H2O2 (см. рис. 1) [26].

При исследовании влияния поверхностно-
активных веществ на активность ферментов 
фенолоксидазного комплекса в качестве дезак-
тивирующего агента был выбран твин 80. Как 
оказалось, присутствие данного соединения в 
инкубационной среде незначительно влияло 
на обесцвечивание малахитового зеленого. 
Показано, что на фенолоксидазную активность 
актиномицета Nonomuraea gerenzanensis сильно 
влияло присутствие твина 80 в реакционной 
среде, инактивируя ферменты в 2 раза [27]. 
Также резкий ингибирующий эффект отмечался 
для лакказ и Mn-пероксидаз Trametes polyzona 
[22]. Полученные данные о влиянии твина на 
ферменты фенолоксидазного комплекса азо-
спирилл согласуются с работой Shafi eia с со-
авторами, в которой показано стимулирующие 
действие на активность бактериальных лакказ 
от внесения в инкубационную смесь данного 
поверхностного вещества в концентрации от 
0.1 до 5 мМ [20]. 

Неожиданные данные были получены при 
исследовании влияния другого поверхностно-
активного вещества, а именно ДДС-Na, на ак-
тивность фенолоксидаз азоспирилл (см. рис. 1). 
Согласно данным литературы, ДДС-Na в кон-
центрации от 0.5 до 25 мМ стимулирует уве-
личение активности лакказы термофильной 
бактерии Cohnella на 41%, а также вызывает 
индукцию активности A. lipoferum. [20, 28, 29]. 

Однако полученные нами данные свидетель-
ствуют о снижении ферментативной активности 
как оксидаз, так и пероксидаз фенолоксидазного 
комплекса азоспирилл при воздействии ДДС-
Na, что характерно для грибных ферментов 
[30]. При этом происходило практически полное 
ингибирование деколоризации малахитового 
зеленого (см. рис. 2).

Заключение 

Таким образом, в ходе проведенной экс-
периментальной работы исследовано влияние 
типичных деактивирующих агентов фенол-
оксидаз, таких как H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, 
β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, твин и азид 
натрия, на степень деколоризации малахито-
вого зеленого и активность лакказ, лигнин-  и 
Mn-пероксидаз. Обнаружено, что твин и азид 
натрия не оказывают ингибирующего воздей-
ствия на ферменты азоспирилл и проявляют 
стабилизирующее действие на весь комплекс 
в целом. Типичные деактивирующие агенты 
фенолоксидаз, такие как H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, 
β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, твин и азид 
натрия, оказывали как стимулирующее, так 
и ингибирующее действие на внеклеточную 
ферментативную активность азоспирилл и 
обесцвечивание малахитового зеленого. Ин-
гибирующий эффект от 60 до 100% отмечен 
для лакказной и Mn-пероксидазной активности 
под действием β-меркаптоэтанола, дитиотре-
итола и ЭДТА, что прямо пропорционально 
отражается на степени деколоризации ма-
лахитового зеленого. Показано, что данные 
соединения не вызывают дестабилизации 
лигнин-пероксидазы, что свидетельствует 
об атипичном строении молекулы фермента, 
вследствие чего белок не теряет активность 
при взаимодействии с хелатором и не денату-
рирует из-за восстановления дисульфидных 
связей. Отмечено, что аналогичные хелаторы 
и поверхностно-активные вещества приводят 
к полной дезактивации процесса обеспечи-
вания синтетических красителей для многих 
биообъектов, для A. brasilense SR80 100% 
ингибирование деградации малахитового зе-
леного установлено только для ДДС-Na. При 
сравнении полученных сведений с данными 
литературы для ферментов фенолоксидазного 
комплекса азоспирилл выявлены свойства не 
характерные для классических фенолокисля-
ющих и лигнинолитических ферментов.
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Аннотация. Липополисахарид – основной структурный компонент внешней мембраны грамотрицательных бактерий, который может 
также входить в состав экстраклеточных полимерных субстанций. Липополисахариды бактерий, стимулирующих рост и развитие рас-
тений, относятся к группе молекул, формирующих микроб-ассоциированный молекулярный паттерн (microbe-associated molecular pat-
tern, MAMP). Эти гликоконъюгаты симбиотических, равно как и фитопатогенных бактерий, индуцируют активацию иммунных реакций 
у растений. Однако уровень ответного отклика растений при воздействии липополисахаридов симбионтов существенно отличается, в 
том числе благодаря их структурным особенностям, позволяющим обходить или ослаблять реакции врожденного фитоиммунитета. 
Мы приводим результаты анализа ответных реакций проростков пшеницы Triticum aestivum L. после воздействия липополисахарида 
ассоциативных бактерий Azospirillum palustre B2(Т). Инкубация проростков пшеницы в присутствии липополисахарида A. palustre B2 
приводила к активации ростовых процессов растений, выражающейся в увеличении длины побегов, корней, площади первого листа, 
а также изменению содержания пигментов в листьях.
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Abstract. Lipopolysaccharide is the main structural component of the outer membrane of Gram-negative bacteria, which can also be a part of 
extracellular polymeric substances. Lipopolysaccharides of bacteria that stimulate the growth and development of plants belong to the group of 
molecules that form a microbe-associated molecular pattern (MAMP). These glycoconjugates of both symbiotic and phytopathogenic bacteria 
induce the activation of immune responses in plants. However, the level of plant response under the infl uence of symbiont lipopolysaccharides 
diff ers signifi cantly, also due to their structural features, which make it possible to bypass or weaken the reactions of innate autoimmunity. In 
this paper, we present the results of the analysis of the reactions of wheat seedlings Triticum aestivum L. after incubation with lipopolysaccharide 
of associative bacteria Azospirillum palustre B2(T). Incubation of wheat seedlings in the presence of A. palustre B2 lipopolysaccharide for three 
days led to the activation of plant growth processes, namely an increase in the length of shoots, roots, the area of the fi rst leaf, and a change in 
the content of pigments in the leaves.
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Введение

Почвенные азотфиксирующие бактерии 
рода Azospirillum вступают в ассоциативный 
симбиоз с широким кругом растений, включая 
кормовые и хлебные злаки. Стимулирующее 
действие на рост и развитие растений азоспирил-
лы оказывают не столько благодаря фиксации 
атмосферного азота, сколько активному синтезу 
фитогормонов (ауксинов, гиббериллинов) и ряда 
других физиологически активных метаболитов 
[1, 2]. Среди последних следует отметить глико-
полимеры поверхности бактериальной клетки: 
секретируемые в окружающую среду экстра-
клеточные полисахариды, сохраняющие связь 
с клеткой капсульные полисахариды и локали-
зованные во внешней мембране липополисаха-
риды (ЛПС) [3, 4]. Эти биополимеры способны 
индуцировать у растений защитные реакции 
системной устойчивости, направленные про-
тив стрессоров различной природы [4]. Спектр 
и интенсивность подобных защитных реакций 
растения могут различаться, что, возможно, 
связано с отсутствием у непатогенных штаммов 
специфических сигнальных молекул [5, 6].

Для ЛПС нескольких штаммов Azospirillum 
spp. была продемонстрирована способность ин-
дуцировать деформацию корневых волосков у 
проростков пшеницы [7–9]. При этом механизм 
действия ЛПС неизвестен, но увеличение площа-
ди всасывания корневых волосков способствует 
активизации поступления питательных веществ 
и воды в проростки и, следовательно, их росту 
и развитию.

Обработка корневой системы проростков 
пшеницы ЛПС A. baldaniorum Sp245 (10 мкг/мл) 
увеличивала в клетках меристемы корней ми-
тотический индекс (в 1,8 раза) и содержание 
пролиферативного антигена инициалей (при-

близительно в 1,4 раза), что было сопоставимо 
с эффектами, получаемыми при инокуляции 
бактериями (в 2 и 1,4 раза соответственно), а 
также увеличивала длину и сухой вес корней 
и побегов проростков (в 1,3, 2,2 и в 1,2, 1,3 раза 
соответственно) [10]. Также ЛПС штамма Sp245 
влиял на морфогенетическую активность клеток 
каллуса пшеницы (Triticum aestivum L.) и выход 
как морфогенных каллусов, так и растений-ре-
генерантов [11].

Сравнительный анализ действия ЛПС трех 
штаммов A. brasilense SR55, A. brasilense SR75 
и A. lipoferum SR65 [12] на каллусы двух раз-
личающихся по своей морфогенной активности 
линий T. aestivum L. (LRht-B1c и LRht-B1a) вы-
явил наибольший стимулирующий эффект ЛПС 
A. lipoferum SR65 на морфогенез каллуса и раз-
витие регенерантов у обеих линий пшеницы, в то 
время как ЛПС A. brasilense SR55 и SR75 увели-
чивали либо только формирование морфогенных 
каллусов, либо только – растений-регенерантов. 
При этом ЛПС Azospirillum spp. влияли на слабо-
морфогенную линию LRht-B1a сильнее, чем на 
высокоморфогенную линию LRht-B1c [13]. 

Было показано, что инокуляция A. balda-
niorum Sp245 снижала уровень супероксид анио-
на приблизительно на 30 % в корнях проростков 
пшеницы, в отличие от обработанных папаином 
бактериальных клеток штамма Sp245, заметно 
увеличивающих продукцию супероксида все-
ми тканями растений. В то же время обработка 
проростков ЛПС этого же штамма в течение 24 ч 
(50 и 100 мкг/мл) не влияла на характер продук-
ции O2− [14].

В работе Vallejo-Ochoa с соавт. было показа-
но, что обработка in vitro проростков пшеницы 
ЛПС A. baldaniorum Sp245 (100 мкг/мл) через 
4 суток вызывала увеличение содержания су-
пероксид аниона и перекиси водорода в корнях, 
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а также уменьшение содержания хлорофил-
ла b в листьях. Ответные реакции растений 
полностью ингибировались при добавлении в 
систему ЛПС–растение проантоцианидина B2 
(5 мкг/л) – фенольного соединения растительно-
го происхождения, обладающего способностью 
связывать ЛПС [15]. 

Кроме того, обработка различными кон-
центрациями ЛПС A. baldaniorum Sp245 (от 10 
до 1000 мкг/мл) приводила к стимулированию 
роста проростков пшеницы, о чем свидетель-
ствовало значительное увеличение длины 
листьев и корней, а также веса в свежем виде, 
сопоставимого наблюдаемому при инокуляции 
гомологичными бактериями. Показано, что 
параллельное действие салицилгидроксамовой 
кислоты, ингибитора активности пероксидазы, 
и лантан-индуцированной блокады кальциевых 
каналов либо этиленгликольтетрауксусной кис-
лоты снижали активность общей пероксидазы 
и рост растений, индуцированный ЛПС [16]. 
Следовательно, активность общей пероксидазы 
и уровень Ca2+ участвуют в опосредованной 
ЛПС биологической активности в отношении 
проростков пшеницы. 

Данные этих работ свидетельствуют об 
активации ответных реакций растений после 
распознавания ЛПС азоспирилл, в том числе 

задействованных в регуляции роста растений. 
Однако большая часть этих исследований вы-
полнена на эндофитном штамме A. baldaniorum 
Sp245, одном из наиболее изученных пред-
ставителей азоспирилл. Следует отметить, 
что в непосредственном контакте с растением 
задействована наиболее вариабельная часть 
молекулы ЛПС – О-антиген, ориентированный 
в окружающую среду. Особенности структуры 
О-антигенов позволили разделить азоспириллы 
на три серогруппы. A. baldaniorum Sp245 отнесен 
к серогруппе I, для представителей которой ха-
рактерны линейные D-рамнановые О-антигены 
[12]. В данной работе мы приводим результаты 
анализа ответных реакций проростков пшеницы 
(T. aestivum L.) на воздействие ЛПС, выделенного 
из кислых торфяников штамма бактерий Azospi-
rillum palustre B2(Т) [17] и отнесенного к серо-
группе III, О-антиген которого представлен раз-
ветвленной цепью из четырёх моносахаридных 
остатков в повторяющемся звене (рис. 1) с тремя 
остатками α-L-рамнозы в основной цепи, причем 
один из них нестехиометрически ацетилирован, 
и остатком β-D-глюкозы в боковой цепи [18]. 
Актуальность исследований также обусловлена 
наличием некоторых генетических и фенотипи-
ческих признаков A. palustre B2 перспективных 
для использования в биоремедиации [17].

Рис. 1. Структура повторяющегося звена О-антигена A. palustre B2 [18]
Fig. 1. The structure of the repeating unit of the A. palustre B2 O-antigen [18]

-D-Glcp
                  1               OAc (~75%) 

                    
                  3             2 

2)- -L-Rhap-(1 3)- -L-Rhap-(1 3)- -L-Rhap-(1  

Материалы и методы

В работе использован типовой штамм 
микроорганизмов A. palustre B2 (IBPPM 633), 
предоставленный Коллекцией ризосферных 
микроорганизмов ИБФРМ РАН (http://collection.
ibppm.ru). Бактерии культивировали в жидкой 
минеральной среде с малатом натрия и хлори-
дом аммония в качестве источников углерода 
и азота соответственно [19] при 30°С до окон-
чания экспоненциальной фазы роста. Клетки 
осаждали центрифугированием на Allegra X-
30R (3700 g, 30 мин, «Beckman Coulter», США), 

промывали трехкратно 0,15 М раствором NaCl 
и высушивали ацетоном. Из ацетонового по-
рошка биомассы бактериальных клеток горячим 
45%-ным водным фенолом экстрагировали ЛПС 
по модифицированному методу Вестфаля без 
разделения слоев [20]. Экстракт освобождали от 
фенола диализом против H2O, концентрировали 
на вакуумном роторном испарителе Laborota 
4000 («Heidolph», Германия), а затем осаждали 
примесные белки и нуклеиновые кислоты под-
кислением 40%-ной трихлоруксусной кислотой 
до конечного значения рН 2,7 с последующим 
центрифугированием (3700 g, 30 мин). Экстракт
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диализовали против деионизированной воды, 
концентрировали и лиофильно высушивали с 
использованием Benchtop 2K («VirTis», США). 

Концентрацию в ЛПС углеводов, белка, 
нуклеиновых кислот, состав жирных кислот и 
моносахаридный состав определяли с использо-
ванием методов, описанных в работе [19]. Макро-
молекулярную организацию ЛПС подтверждали 
методом электрофореза в полиакриламидном 
геле (12%) в денатурирующих условиях с после-
дующей визуализацией нитратом серебра после 
перйодатного окисления [21, 22]. Принадлеж-
ность к серогруппе III подтверждали методом 
двойной радиальной иммунодиффузии и имму-
ноферментным анализом с использованием кро-
личьих поликлональных антител, полученных к 
различным ЛПС азоспирилл ранее [12].

Объектом исследования являлись проростки 
пшеницы (T. aestivum L.) сорта Саратовская 58, 
любезно предоставленные сотрудниками 
ФГБНУ «ФАНЦ Юго-Востока». Зерновки пше-
ницы заливали водой для набухания на 30 мин, 
промывали раствором детергента, тщательно 
отмывали водой, обрабатывали 30 с 80%-ным 
этиловым спиртом, после чего выдерживали в 
0,1%-ном растворе диоцида (смесь этанолмерку-
рихлорида и N-цетилпиридиния хлорида) 7 мин, 
от которого зерновки многократно отмывали 
стерильной водой. Дальнейшие эксперименты 
проводились в асептических условиях. Стери-
лизованные зерновки раскладывали в чашки 
Петри на поверхности плотной питательной 
среды LB и проращивали при 25 °С в термоста-
те. Трехсуточные этиолированные проростки 
переносили в контейнеры для культивирова-
ния с жидкой средой Фареуса [23]. Проростки 
выращивали в гидропонных условиях при 
постоянной температуре 24 ± 1°С, 10-часовом 
темновом периоде, относительной влажности 
60% и освещенности 8000 лк. 

В культуральную среду опытных шестису-
точных проростков добавляли ЛПС A. palustre 
B2(Т) в конечной концентрации 125 мкг/мл. В 
качестве контроля использовали необработанные 
растения. В качестве индикаторов биологическо-
го действия ЛПС на ранних стадиях онтогенеза 
пшеницы использовали морфометрические пока-
затели опытных растений через 24 ч инкубации 
с гликополимером. Измерение содержания хло-
рофиллов и каротиноидов в первом настоящем 
листе производили по методу, описанному в 
работе [24]. Площадь поверхности первого на-
стоящего листа определяли с использованием 
приложения Petiole [25]. У проростков фиксиро-

вали длину колеоптиля, побега, корней, первого 
настоящего листа (мм); количество корней; массу 
сырых побегов и корней (г). Статистическую 
обработку полученных данных осуществляли с 
использованием программы Excel 2007 (Microsoft 
Corp., США). В каждом варианте опыта (в трех 
повторностях) анализировали не менее 10 рас-
тений. Доверительные интервалы даны для 
95% надежности. Средние значения сравнивали 
с помощью t-критерия Стьюдента при уровне 
значимости p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение

Для изучения биоэффекторной активности 
ЛПС A. palustre B2 в отношении проростков 
пшеницы произведено выделение данного гли-
кополимера из биомассы бактерий, культуру 
которых выращивали до окончания экспонен-
циальной фазы роста. Использование модифи-
цированного метода Вестфаля для экстракции 
ЛПС из ацетонового порошка бактериальных 
клеток позволило выделить высокомолекуляр-
ный препарат, содержащий преимущественно 
молекулы S-формы, что подтверждено методом 
электрофореза в ПААГ. 

Данные электрофоретического анализа, 
выявление в препарате маркерных компонен-
тов ЛПС – 3-дезокси-D-манно-окт-2-улозоновой 
кислоты (кетодезоксиоктоной кислоты, Kdo) и 
3-гидроксилированных жирных кислот, а также 
моносахаридный состав и иммунохимический 
перекрест с антисыворотками к ЛПБК штамма 
A. lipoferum Sp59b, свидетельствующий о при-
надлежности культуры бактерий к серогруппе 
III, позволяет говорить об идентичности вновь 
полученного препарата ЛПС исследованному 
нами ранее [18]. 

Анализ активности ЛПС A. palustre B2 в от-
ношении шестисуточных проростков пшеницы 
проводили в условиях стерильности. На каждом 
этапе работы с растительным материалом (отбор 
зерновок, проращивание, перенос в контейнеры 
для растений) отбирались неповрежденные, без 
признаков бактериального и грибного заражения 
проростки. При постановке эксперимента мы 
вносили ЛПС в культуральную жидкую среду 
Фареуса до конечной концентрации 125 мкг/мл. 
Данная концентрация была подобрана эмпири-
чески, как наиболее оптимальная для индукции 
фиксируемых ответных реакций растения без 
признаков чрезмерного стрессирования. Для 
проростков мягкой яровой пшеницы на данном 
этапе развития характерны активный рост корне-
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вой системы, завершение формирования первого 
настоящего листа и достижение им максимально 
возможной площади. Изменение морфологи-
ческих, физиологических и биохимических 
параметров под воздействием ЛПС фиксировали 
через 24 ч после инокуляции ЛПС. 

Результаты измерений морфометрических 
параметров проростков пшеницы приведены 
в таблице. У опытных растений был отмечен 
значительный прирост биомассы (в среднем на 

20%) в сравнении с контрольной группой. Длина 
колеоптиля, корней и количество корней были 
сопоставимы для растений, как выращенных в 
присутствии ЛПС, так и в интактной группе. Сле-
дует отметить, что у инокулированных растений 
отмечалось статистически значимое увеличение 
таких показателей, как длина побегов и первого 
настоящего листа приблизительно на 42 и 64% 
соответственно, а также площади поверхности 
первого листа приблизительно на 58%. 

Морфометрические показатели семидневных проростков пшеницы T. aestivum L. сорта Саратовская 58
Table. Morphometric parameters of wheat seven-day-old seedlings of T. aestivum L. cv. Saratovskaya 58

Параметр проростка / Parametr
Вариант / Variant

ЛПС/LPS 
A. palustre B2(T) Контроль / Reference

Длина побега, мм / Shoot length, mm 133,4 ± 9,2* 94,0 ± 17,6

Длина колеоптиля, мм / Coleoptile length, mm 28,7 ± 4,6 27,9 ± 2,6

Длина первого листа, мм / First sheet length, mm 107,0 ± 11,2* 65,3 ± 16,9

Площадь первого листа, см2 / Area of the fi rst sheet, cm2 5,7 ± 0,8* 3,6 ± 1,0

Длина корней, мм / Root length, mm 51,5 ± 19,0 38,2 ± 15,8

Количество корней, шт / Number of roots, pcs 3,0 ± 0,7 3,3 ± 0,5

Сырая масса побега, г / Raw weight of the shoot, g 0,8 ± 0,1 0,7 ± 0,1

Сырая масса корня, г / Raw weight of the root, g 0,2 ± 0,05 0,14 ± 0,02

Примечание. * – отмечены достоверные отличия от контроля.
Note. * – marked signifi cant differences from the control.

В стрессовых условиях, в том числе и при 
воздействии МАМP, растения генерируют 
активные формы кислорода, которые могут 
вызывать окислительные повреждения различ-
ных соединений в клетках. Одной из физиоло-
гических ответных реакций растения является 
изменение содержания основных пигментов, 
участвующих в фотосинтезе. Результаты опре-
деления содержания хлорофилла а, хлорофилла 
b и каротиноидов в первом настоящем листе 
проростков пшеницы через сутки инкубации 
в питательной среде в присутствии ЛПС ис-
следуемого штамма, а также соотношение 
суммарного содержания хлорофиллов a и b к 
каротиноидам представлены на рис. 2. 

Следует отметить, что инкубация в присут-
ствии ЛПС через сутки индуцировала снижение 
содержания пигментов в листьях проростков 
пшеницы. Анализ данных продемонстрировал, 
что увеличение отношения содержания суммы 
хлорофиллов a и b к каротиноидам по отно-

шению к контролю совпадает с уменьшением 
отношения содержания хлорофилла a к b и на-
оборот. Можно предполагать, что наблюдаемые 
изменения являются следствием запуска реак-
ций неспецифического иммунного ответа по-
сле распознавания О-антигена и последующей 
адаптации растений.

Природа индукции ростовых процессов у 
растения под воздействием ЛПС неизвестна, но 
можно предположить, что молекулы ЛПС рас-
познаются рецепторами растительных клеток 
[26], после чего запускается каскад биохимиче-
ских реакций, которые приводят к включению 
защитных и компенсаторных механизмов. При 
учёте специфики полученных результатов мож-
но говорить об индукции роста растяжением 
под воздействием гормонов ауксинового ряда 
с дальнейшим увеличением вегетативных ор-
ганов проростков. Подобное предположение 
согласуется с данными, полученными другими 
исследователями [15, 16, 27, 28].

Н. К. Кондюрина и др. Активность липополисахарида типового штамма Azospirillum palustre B2 
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Рис. 2. Cодержание пигментов в первых настоящих листьях интактных 
семидневных проростков пшеницы (T. aestivum L. сорта Саратовская 58) и 
при инкубации с ЛПС A. palustre B2 («*» – отмечены достоверные отличия 

от контроля)
Fig. 2. The content of pigments in the fi rst true leaves of intact 7-day-old wheat 
seedlings (T. aestivum L. cv. Saratovskaya 58) and after incubation with LPS of A. 

palustre (B2 “*” – marked signifi cant differences from the control)
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Заключение

Азоспириллы на протяжении многих лет 
являются модельным объектом для изучения фе-
номена ассоциативного симбиоза. В то же время 
среди представителей р. Azospirillum присутству-
ют штаммы, выделенные из биотопов, в которых 
либо отсутствуют высшие растения, либо до-
минируют не типичные для данных бактерий 
растения (водоросли, мхи и т.д.), для которых 
выявление симбиотических реакций вызывает 
определенный интерес с точки зрения выяснения 
механизма растительно-микробного взаимодей-
ствия без выраженного влияния коэволюции. 
Выделенный из метан-обогащенного верхового 
торфяника с преобладанием сфагнума A. palustre 
B2(Т) синтезирует S-форму ЛПС, который, как 
было показано ранее, по структуре липида А 
сходен с другими Azospirillum spp. Особенности 
структуры повторяющегося звена О-антигена и 
наличие серологических перекрестов позволили 
отнести A. palustre B2(Т) к серогруппе III азо-
спирилл. При инкубации проростков пшеницы 
T. aestivum L. в присутствии ЛПС A. palustre B2 
были зафиксированы ответные реакции рас-
тений, заключающиеся в активации ростовых 
процессов, а также изменении уровня основных 

пигментов в листьях, свидетельствующие об 
активации реакций системной устойчивости. 
Учитывая способность штамма A. palustre B2 к 
азотфиксации, стимулирующий характер дей-
ствия его поверхностных гликополимеров на 
физиологические параметры растений, а также 
способность метаболизировать метанол и фор-
миат, можно рекомендовать его использование 
в качестве компонента комплексных биопрепа-
ратов для ликвидации последствий разливов и 
отходов газового конденсата и метанола в газовой 
промышленности. 
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Аннотация. Кратко проанализирован видовой состав микрочешуекрылых рода Neofriseria Sattler, 1960 (Gelechiidae) фауны России и 
отдельных сопредельных государств. Приводится список из шести видов данного рода, известных для территории России в настоящее 
время. Один вид рода, описанный только по самцам из Греции, впервые указывается для России (Саратовская область) как новый 
подвид с описанием и изображением генитальных структур обоих полов. Отличия в строении гениталий самцов между номинативным 
подвидом и N. b. volgensis Pisk unov et Anikin, ssp. n. обсуждаются. 
Ключевые слова: выемчатокрылые моли, фауна, новый подвид, Нижнее Поволжье, Саратовская область, Россия
Благодарности. Авторы выражают признательность О. Карсхольту (O. Karsholt, Зоологический музей университета, Копенгаген, 
Дания) за предоставление публикаций датских лепидоптерологов.
Для цитирования: Пискунов В. И., Аникин В. В., Держинский Е. А. Новый подвид выемчатокрылых молей рода Neofriseria (Lepidoptera, 
Gelechiidae) из Нижнего Поволжья (Россия) // Известия Саратовского университета. Новая серия. Серия: Химия. Биология. Экология. 
2024. Т. 24, вып. 1. С. 76–83. https://doi.org/10.18500/1816-9775-2024-24-1-76-83, EDN: SAHEFJ
Статья внесена в базу данных ZooBank: http://zoobank.org/References/E7A27666-0B61-4DAF-A262-4B66289F1123
Статья опубликована на условиях лицензии Creative Commons Attribution 4.0 International (CC-BY 4.0)

Article
A new subspecies of gelechiid moths from the genus Neofriseria (Lepidoptera, Gelechiidae) 
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Abstract. The article provides a brief analysis on the species composition of microlepidopteran genus Neofriseria Sattler, 1960 (Gelechii-
dae) of the fauna of Russia and some neighboring countries. A list of six species of this genus known for the territory of Russia at present 
is given. One species of the genus, previously described only relating to males from Greece, is recorded for Russia (Saratov region) firstly 
as a new subspecies with a description and illustrations of the genital structures of both sexes. Differences in the structure of the male 
genitalia between the nominative subspecies and N. b. volgensis Piskunov et Anikin, ssp. n. were analysed. 
Keywords: Gelechiid moths, fauna, new subspecies, Lower Volga region, Saratov province, Russia
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В. И. Пискунов и др. Новый подвид выемчатокрылых молей рода Neofriseria 

Введение

Изучение выемчатокрылых молей Волж-
ского бассейна, территории исключительно ин-
тересной фаунистически и биогеографически, 
продолжается уже 180 лет. Морфологическая 
терминология взята из литературы [1–3]. В 
итоговой сводке по этому региону [4] отмечен, 
включая Южный Урал, 351 вид данного крупно-
го семейства микрочешуекрылых. Позднее по-
явились новые публикации о выемчатокрылых 
молях Нижнего Поволжья [5–7]. Для Европы 
отмечено 865 видов этих молей [8], для России –
734 [9]. Обзор видов данной группы, реальных 
или потенциальных вредителей сельскохо-
зяйственных культур, был опубликован в [10]. 
В настоящее время это семейство интенсивно 
изучается в Европе [3, 8, 11–15], проведен его 
филогенетический анализ [16–18], используют-
ся молекулярно-генетические методы [19–22] 
при изучении данной группы чешуекрылых.

Типовой материал собран вторым автором, 
детерминирован и передан на хранение в Зоо-
логический институт РАН (г. Санкт-Петербург). 
Иллюстрации выполнены первым автором с 
помощью микроскопа МБР-1 и рисовального 
аппарата РА-4. Поиск отдельных литературных 
источников и подготовка рукописи к печати 
проведены вторым и третьим авторами.

Материалы и методы

Рассмотренный ниже род Neofriseria вклю-
чается в трибу Gelechiini подсемейства Gele-
chiinae [8]. Выделенный немецким энтомологом 
К. Саттлером [23], род первоначально включал 
четыре вида, при этом один из них был описан 
как новый для науки; типовой вид – Lita peliella 
Treitschke, 1835. Общее распространение видов 
рода по этой работе: Европа, Кавказ, Закавказье; 
гусеницы питаются на щавелях (Rumex) (Po-
lygonaceae). Род отличается усложненным стро-
ением вальв в гениталиях самцов, что позволяет 
сразу определить родовую принадлежность его 
видов. Вальва из трех лопастей разной формы, к 
ее основанию с внутренней стороны прикреплен 
длинный узкий склерит, направленный почти 

краниально, а затем дважды изогнутый под 
углом, близким к прямому [2]. Ранее [23] и позд-
нее [3, 12, 16, 17] для обозначения частей вальвы 
использовалась разная терминология; авторы 
данной работы заимствовали её из последней 
упомянутой выше публикации [3], по которой 
стернит девятого брюшного сегмента сложного 
строения, вальва из четырех гонопод: первая из 
них длинная, тонкая, умеренно булавовидная, 
дистально в щетинках, вторая сильно склеро-
тизована, тонкая, конусовидная, с мелким вер-
шинным кончиком, третья пальцевидная, почти 
той же длины, что и вторая, четвёртая очень 
длинная, угловидно изогнута, склеротизована, 
названа отростком транстиллы, хотя ранее на-
зывалась отдельными авторами [12, 23] гарпа; 
прикреплена к основанию второй гоноподы, 
коленообразно изогнута дистально. Фаллус, 
вздутый в основании, с отогнутой под прямым 
углом зауженной вершиной, по форме совпадает 
с фаллусом у видов рода Athrips Billberg, 1820 
из вышеуказанных подсемейства и трибы, что 
подтверждает родство этих двух таксонов родо-
вого ранга [8, 11, 12]. Ареал рода: Палеарктика 
(на восток до юга Сибири, Монголии, на юг до 
Туркменистана включительно [2]); северо-вос-
ток Эфиопской области (Саудовская Аравия) 
(зоогеографическое деление суши по Лопатину 
[24]). После первоописания рода описывались 
его новые виды из Монголии [25], Саудовской 
Аравии [26], Туркменистана [27], Греции [12], 
России (Азиатская часть) [28], Испании и Порту-
галии [29]. Синонимика, отличия друг от друга 
близких видов опубликованы у Neofriseria singula 
(Staudinger, 1876) [30, 31], этого же вида и N. pe-
liella (Treitschke, 1835) [32], N. mongolinella Pis-
kunov, 1977 и N. kuznetzovae Bidzilya, 2002 [33].

В России отмечены 5 видов рода Neofriseria 
[9], в Европе – 8 [8], на северо-западе Европы – 2 
[3]. В Среднем, Нижнем Поволжье и на Южном 
Урале (Россия) были отмечены 4 вида [4].

Результаты и их обсуждение

При изучении материала по выемчато-
крылым молям, собранного вторым автором 
в Саратовской области, детерминирован но-
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вый для фауны России вид рода Neofriseria 
Sattler, 1960, который был описан по самцам 
из Греции; небольшие отличия в строении 
гениталий позволили, с учетом наличия экзем-
пляров обоих полов, описать ниже новый для 
науки подвид. 

Neofriseria baungaardiella volgensis Piskunov 
et Anikin, ssp. n. 

Материал. Голотип, ♂. «Россия, Саратов-
ская область; Красноармейский р-н, 5 км Ю 
с. Н. Банновка лесостепь – степь, на свет V. Ani-
kin col. 21–26.VI.2002». Паратипы, ♂, ♀. «Россия, 
Саратовская область; Красноармейский р-н, 
5 км Ю с. Нижняя Банновка лесостепь, степные 
склоны Col. V. Anikin. днем 27–30.06.[20]03». 
Голотип снабжен красной этикеткой размером 
8 × 23 мм, с надпечаткой в левом верхнем 
углу «Holotypus» и надписью черной тушью 
от руки: «Neofriseria baungaardiella volgensis 
Piskunov et Anikin, ssp. n. ♂. Coll. Zool. inst. RAS, 
St. Peterburg». Препараты гениталий помещены 
в микропробирки с глицерином, каждый на 
той же энтомологический булавке, что и соот-
ветствующий ему расправленный экземпляр 
микрочешуекрылого; без нумерации.

Голова. Голова в крупных, направленных 
вершинами вперёд жёлтых чешуйках, около 
половины из них с коричневыми вершинами. 
Губные щупики очень длинные, серповидно 

загнутые вверх, их первый членик желтый, 
второй того же цвета, снизу с короткой щёткой 
из жёлтых и отдельных коричневых чешуек, 
третий в тесно прижатых мелких жёлтых че-
шуйках с тёмно-коричневыми кольцами перед 
серединой и вершиной. Усики с тёмно-корич-
невым первым члеником, их жгутик весь в 
тёмно-коричневых чешуйках, при этом каждый 
членик в основании с воротничком из очень 
мелких жёлтых чешуек. Грудь тёмно-коричне-
вая, тегулы серые с отдельными коричневыми 
чешуйками.

Крылья. Размах передних крыльев 9–10 мм. 
Передние крылья серовато-коричневые, в 
серых чешуйках с коричневыми вершинами 
каждая; на прикорневом поле – зауженный к 
заднему краю крыла косой коричневый штрих, 
того же цвета перевязи: внутренняя, узкая, 
дважды разорванная и широкая наружная, с 
одним разрывом в центре; на внешнем поле 
коричневое треугольное пятно, упирающееся 
своей вершиной в вершину крыла; бахромки 
короткие, тёмно-серые. Задние крылья свет-
ло-серые, тусклые, бахромки очень длинные, 
серовато-жёлтые.

Гениталии самца (рис. 1). Симметричные, 
восьмой сегмент брюшка умеренно модифици-
рован, его стернит с неглубокой выемкой полу-
овальной формы на заднем крае. 

Рис. 1. Гениталии самца Neofriseria baungaardiella volgensis Piskunov et Anikin, 
ssp. n. (голотип), отросток транстиллы в латеральном положении, четыре ле-
вых гоноподы не изображены, фаллус справа (вычленен). Увеличено в 40 раз
Fig. 1. Male genitalia of Neofriseria baungaardiella volgensis Piskunov et Anikin, 
ssp. n. (holotype), transtilla process in a lateral position, four left gonopods not 

depicted, phallus on the right (isolated). Magnifi ed 40 times
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Вальва из четырёх гонопод. Первая, ле-
жащая ближе к тергиту, пальцевидная, в ще-
тинках, с левым (краниальным) сильно скле-
ротизованным треугольным краем, отогнутым 
направо, к её центральной части прикреплён 
перепончатый чехол; вторая несколько короче 
первой, также пальцевидная, в редких ще-
тинках; третья короче второй, широкая, треу-
гольная, с притуплённой вершиной, в редких 
щетинках; отросток транстиллы причленен 
к основанию второй, подвижен, смещается, 
его основание крючковидной формы, сильно 
склеротизовано, дистальная часть серповидная, 
умеренно склеротизована, в редких щетинках, 
с притуплённой, слегка вздутой вершиной. 
Ункус широкий, со слабо округлённой верши-
ной, в щетинках по краю. Гнатос небольшой, 
крючковидный, с загнутой вверх острой верши-
ной. Тегумен крышевиден, в основании резко 
расширен и с наличием там участков сложной 
склеротизации; винкулум (коксо-стернальная 
часть девятого сегмента) в виде короткой, 
широкой склеротизованной ленты; саккус 
широкий, с округлённой вершиной; фаллус 
характерной для рода формы, его основание 
почти шаровидно расширено, вершинная часть 
заужена, отклонена под прямым углом от осно-
вания, собственно вершина слегка притуплена. 
По длине фаллус более чем в три раза превос-
ходит саккус.

Гениталии самки (рис. 2). Вагинальная 
пластинка из двух тесно сближенных лопастей, 
оба её передних края сильно склеротизованы, 
серповидно изогнуты, не смыкаются друг с 
другом. 

Остиум воронковидный, перепончатый, 
антрум из двух склеритов треугольной формы 
с острыми оттянутыми вершинами, направ-
ленными каудально, при этом дорсальный 
(правый) склерит более чем в два раза крупнее 
вентрального (левого); дуктус (проток копу-
лятивной сумки) при вытянутом яйцекладе 
находится в седьмом сегменте, перепончатый; 
бурса (копулятивная сумка) шаровидная, глав-
ным образом в шестом – седьмом сегментах; 
сигна небольшая, почти округлая, с перетяжкой 
в центре; яйцеклад умеренной длины; передние 
апофизы сильно склеротизованы, по длине в 
2 раза превосходят вагинальную пластинку; 
задние апофизы не достигают остиума; аналь-
ные сосочки конусовидные, в основании слабо 
склеротизованы, в мелких щетинках. У номи-
нативного подвида самка неизвестна.

Рис. 2. Гениталии самки Neofriseria baungaar-
diella volgensis Piskunov et Anikin, ssp. n. 

(паратип). Увеличено в 32 раза
Fig. 2. Female genitalia Neofriseria baungaar-
diella volgensis Piskunov et Anikin, ssp. n. 

(paratype). Magnifi ed 32 times

Распространение. Россия – Саратовская 
область, Красноармейский район.

Биология. Кормовые растения гусениц, 
преимагинальные стадии неизвестны. Имаго 
пойманы в лесостепи, на степных склонах, в 
последней декаде июня.

Этимология. Ввиду того, что типовая мест-
ность нового подвида находится в Нижнем По-
волжье (Россия), описываемый таксон назван в 
честь главной реки этого региона – Волги.

Замечания. Neofriseria baungaardiella Hue-
mer et Karsholt, 1999 описан по двум самцам 
из Греции (типовая серия) и одному самцу 
из Южной Испании (не включён в типовую 
серию) [12]. Позже материал из Испании, до-
полненный таковым же из Португалии, вы-
делен в отдельный вид N. hitadoella Karsholt 

В. И. Пискунов и др. Новый подвид выемчатокрылых молей рода Neofriseria 
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et Vives, 2014 [29]. Судя по первоописанию 
N. baungaardiella Huemer et Karsholt, 1999, в ко-
тором имеются цветное изображение голотипа 
из Греции и изображение гениталий самца этого 
же экземпляра, новый материал, оба пола, из 
Нижнего Поволжья следует отнести к данному 
виду. Отличия нового материала из России от 
типового (только самцы) из Греции сводятся 
к форме третьей гоноподы и отростков транс-
тиллы в гениталиях самцов. У номинативного 

подвида N. b. baungaardiella третья гонопода 
кинжаловидной формы, по ширине она равна 
второй и почти не уступает ей по длине, а у 
N. b. volgensis ssp. n. третья гонопода короче и 
шире в два раза по сравнению с таковой у самца 
номинативного подвида; отросток транстилы у 
номинативного подвида длинный, с заострён-
ной вершиной, а у N. b. volgensis ssp. n. он почти 
на треть короче, с тупой, умеренно вздутой 
вершиной (рис. 3).

Рис. 3. Гениталии самца Neofriseria baungaardiella volgensis Piskunov et Anikin, 
ssp. n. (паратип), отросток транстиллы в медиальном положении, четыре левых 

гоноподы не изображены, фаллус справа (вычленен). Увеличено в 40 раз
Fig. 3. Male genitalia Neofriseria baungaardiella volgensis Piskunov et Anikin, 
ssp. n. (paratype), transtilla process in a medial position, four left gonopods not depicted, 

phallus on the right (isolated). Magnifi ed 40 times

Таким образом, выемчатокрылая моль Neo-
friseria baungaardiella Huemer et Karsholt, 1999 
представлена в европейской фауне двумя под-
видами: N. b. baungaardiella Huemer et Karsholt, 
1999 (Греция: Grekenland Molivos Lesvos) и 
N. b. volgensis Piskunov et Anikin, ssp. n. (Россия: Са-
ратовская область, Красноармейский район); самка 
известна только у нового подвида (femina nova).

Заключение

Проведенное исследование показало, что 
в России (Нижнее Поволжье, Саратовская об-
ласть) встречается описанный ранее по самцам 
из Греции вид семейства выемчатокрылые моли 
Neofriseria baungaardiella Huemer et Karsholt, 
1999; в новом изученном материале оказались 
экземпляры обоих полов, он выделен в под-
вид N. b. volgensis Piskunov et Anikin, ssp. n., с 
описанием и изображением гениталий самцов 
и самки (femina nova). Ранее [9] в России были 

отмечены пять видов рода Neofriseria Sattler, 
1960, теперь их количество увеличилось до 
шести: N. caucasicella Sattler, 1960, N. kuznetzovae 
Bidzilya, 2002, N. mongolinella Piskunov, 1977, 
N. peliella (Treitschke, 1835), Neofriseria singula 
(Staudinger, 1876), N. baungaardiella volgensis 
Piskunov et Anikin, ssp. n.
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Аннотация. Исследовали последствия воздействия природными факторами (температу-
ры +34°С и +20°С) и антропогенными ксенобиотиками (1,2,4-TriH; 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri; 
4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri; 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri) на кресс-салат Lepidium sativum L. Для этого 
были проведены 4 серии экспериментов. В первых двух сериях исследовали влияние 
концентраций: 0,001; 0,01; 0,1 мг/мл при проращивании в условиях разных температур 
в течение трех суток. Обнаружили, что с повышением концентрации растворов триазолов 
возрастает способность соединений ингибировать прорастание семян кресс-салата. Опре-
деляющим фактором их токсичности является величина липофильности. Не выявлены 
различия между влиянием исследованных температур на энергию прорастания семян. 
С повышением концентрации увеличивается способность синтезированных триазолов ин-
гибировать рост корней и стеблей кресс-салата. При этом их токсичность достоверно выше 
при более высокой из исследованных температур. В последующих двух сериях изучали 
способность Lepidium sativum адаптироваться к токсичности триазолов. Для этого в течение 
суток семена проращивали при контрастных температурах в растворах с концентрацией 
0,001 мг/мл, затем их двое суток проращивали в растворах 0,1 мг/мл. Обнаружили, что 
триазолы достоверно по-разному влияют на развитие адаптивного ответа у растений. 
Только 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri; 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri вызывали достоверное развитие 
адаптивного ответа, величина которого зависела и от температуры культивирования. Мы 
выявили, если при прямом действии исследуемыми триазолами важна величина их ли-
пофильности, то для развития преадаптации важны величины их молекулярной массы и 
молекулярного объема.
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Abstract. The eff ects of natural factors (temperatures +34°C and +20°C) and anthropogenic xenobiotics (1,2,4-TriH; 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri; 
4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri; 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri) on watercress Lepidium sativum L. was studied. For this, 4 series of experiments were carried 
out. In the fi rst two series, the eff ect of concentrations was studied: 0.001, 0.01, 0.1 mg/ml during germination at diff erent temperatures for 
three days. It was found that the ability of the triazole compounds to inhibit the germination of watercress seeds increased with increasing 
concentration of the solutions. The magnitude of lipophilicity was the determining factor in their toxicity. Diff erences between the infl uence of 
the studied temperatures on the energy of seed germination weren’t revealed. The ability of the synthesized triazoles to inhibit the growth of 
watercress roots and stems increased with increasing their concentration. At the same time, their toxicity was signifi cantly higher at the higher of 
the studied temperatures. The next two series examined the ability of Lepidium sativum to adapt to the toxicity of triazoles. To do this, the seeds 
were germinated during the day at contrasting temperatures in solutions with a concentration of 0.001 mg/ml, then they were germinated in 
solutions of 0.1 mg/ml for two days. It turned out that triazoles had signifi cantly diff erent eff ects on the development of the adaptive response in 
plants. Only 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri; 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri caused a signifi cant development of an adaptive response, the magnitude of which 
also depended on the cultivation temperature. We found that the value of lipophilicity of the studied triazoles was of signifi cant importance 
during their direct action, and the values of their molecular weight and molecular volume were important for the development of preadaptation.
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Введение

Для предпосевной обработки часто ис-
пользуют высокоэффективные ретарданты 
и фунгициды, содержащие триазол [1]. С их 
помощью решаются проблемы, связанные с 
болезнями, вредителями и сорными растени-
ями, а также повышением урожайности куль-
турных растений [2]. Однако это приводит к 
появлению рас растений, устойчивых к данным 
пестицидам. К тому же существует риск на-
копления культурными растениями использу-
емых пестицидов, и возникает необходимость 
постоянного тестирования сельскохозяйствен-
ной продукции [3, 4].

Особый интерес вызывает способность 
растений из экосистем, сопровождающих 
агроценозы, приспосабливаться к токсическому 
действию повсеместно применяемых препара-
тов [5]. Именно возникновение устойчивых к 
пестицидам форм приводит к тому, что нужно 
либо увеличивать дозу применяемых веществ, 
либо синтезировать аналоги применимых пре-
паратов, к которым приспособлений нет. В 

сущности оба эти пути создают векторный 
отбор генотипов у растений-сорняков и парази-
тарных грибов на устойчивость к антропоген-
ным ксенобиотикам. Необходимы модельные 
эксперименты, позволяющие оценить, какие 
природные и антропогенные факторы уча-
ствуют в появлении у растений способности 
адаптироваться к используемым пестицидам.

Целью данного исследования является 
анализ способности тест-объекта Lepidium 
sativum адаптироваться к разным температур-
ным режимам выращивания (как комфортной 
температуры, так и повышенной) в условиях 
воздействия на растения триазола и его про-
изводных.

Материалы и методы

Исследовали влияние двух положитель-
ных температур +20 и +34 °С. Токсикантами 
служили: 1,2,4-TriH (I), 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri 
(II), 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri (III), 4-(TolSO2)-4H-
1,2,4-Tri (IV). Это химические соединения, 
относящиеся к классу алкил(арил)сульфонил-
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1,2,4-триазолов. Они различаются структурой 
фрагмента сульфокислоты, это, соответственно, 
метильная, фенильная и толильная группы. 
Триазолиды исследовали в концентрациях 0,001; 
0,01; 0,1 мг/мл.

Используемые триазолов синтезированы 
на кафедре неорганической химии Самарского 
университета с целью выяснения роли физико-
химических параметров в развитии биологи-
ческого ответа, что поможет в будущем синте-
зировать соединения с высокой избирательной 
активностью [6].

В качестве тест-объекта использовали 
Lepi dium sativum L., широко применяемый 
в экологических исследованиях [7, 8], сорт 
«Забава». 

Модельные эксперименты длились трое 
суток. Было проведено 4 серии экспериментов.

Во всех сериях экспериментов семена 
кресс-салата по 30 штук помещали в чашки Пе-
три на фильтровальную бумагу, пропитанную 
исследуемыми растворами. Контролем служили 
семена, пророщенные в воде. Все серии экспери-
ментов проводили в трех повторах для каждой 
концентрации исследуемого соединения. 

Биологические ответы оценивали через 
трое суток, подсчитывая энергию прорастания 
семян, среднюю длину стеблей и корней.

Серия 1. Культивирование проводили в 
термостате при температуре +34°С. Контролем 
служили семена, пророщенные в воде при этой 
же температуре.

Серия 2. Проращивание в эксперименталь-
ных растворах и в воде (контроль) проводили 
при температуре +20°С. 

Серия 3. Семена проращивали в течение 
суток при температуре +34°С в растворе иссле-
дуемого триазола с концентрацией 0,001 мг/мл. 
Через сутки тест-объекты переносили в другие 
чашки Петри, где концентрация раствора этого 
же вещества была 0,1 мг/мл. Растения проращи-
вали ещё двое суток. 

Активным контролем служили семена, про-
рощенные в растворе исследуемого триазола в 
концентрации 0,1 мг/мл в течение трех суток 
при температуре +34°С.

Серия 4. Семена проращивали в течение 
суток при температуре +20°С в растворах 
исследуемого соединения в концентрации 
0,001 мг/мл, затем их переносили в чашки Петри 
с раствором этого же вещества в концентрации 
0,1 мг/ мл, где тест-объекты проращивали ещё 
двое суток. 

Активный контроль был тот же, как и в 
серии 3, но семена проращивали при темпера-
туре +20°С.

Достоверность различий между опытом и 
контролем, разными концентрациями испытуе-
мых соединений и аналогичными концентраци-
ями разных соединений, действующих при раз-
ных температурах культивирования, и между 
биологическими ответами в экспериментах со 
сменой концентрацией при разных температу-
рах оценивали с применением двухфакторного 
дисперсионного анализа. С помощью одно-
факторного дисперсионного анализа выясня-
ли достоверное влияние физико-химических 
параметров на токсичность соединений [9].

Результаты и их обсуждение

В регионах с резко континентальным 
климатом весна характеризуется переменами 
температур, когда диапазон положительных 
температур колеблется от +20 до +34°С [10]. 
Поэтому мы смоделировали процесс, когда 
тест-объект проращивали при контрастных 
температурах: +20°С (комфортная температура, 
рекомендованная ГОСТом 12038-84) и +34°С в 
водных растворах производных триазола с раз-
ной концентрацией. На первом этапе оценивали 
влияние разных температур на энергию прорас-
танию семян кресс-салата.

Чтобы избежать влияния полиморфизма по 
генам, отвечающим за регуляцию ранних этапов 
онтогенеза растения, мы использовали в анализе 
«дружность всхожести семян» или «энергию 
прорастания семян», которая, по мнению многих 
исследователей, является косвенным показате-
лем однородности [11, 12] по генам-регуляторам 
онтогенеза, координирующих развитие растений 
в соответствии с внешними факторами [13]. Та-
ким образом, мы наблюдали реакцию сходных 
генотипов на воздействующие факторы.

Исследование влияния анализируемых 
факторов на энергию прорастания семян пред-
ставлено на рис. 1.

Как видно из представленных результатов, 
при проращивании в растворах всех испыту-
емых триазолов в концентрации 0,001 мг/мл 
при разных температурах культивирования 
достоверных различий по энергии прорастания 
семян не выявлено. Необходимо отметить, что 
и в контроле не выявлено статистически зна-
чимых отличий по всхожести семян в разных 
температурных условиях.
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Двухфакторный дисперсионный анализ 
позволил выявить, что в более высоких кон-
центрациях исследуемые нами соединения 
достоверно ингибируют величину проросших 
семян по сравнению с контролем, и чем выше 
концентрация, тем сильнее ингибирование 
(p < 0,001). Необходимо отметить, что и триазо-
лы, отличающиеся своими активными группами, 
по-разному влияют на энергию прорастания 
(p < 0,01), минимальные ингибирующие свой-
ства проявлял 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri (III) (см. 
рис. 1). В целом можно отметить, что энергия 
прорастания семян падала по сравнению с кон-
тролем в растворах с концентрацией от 0,01 до 
0,1 мг/мл на 20–34%.

Мы исследовали совместное воздействие 
синтезированных триазолов, отличающихся 
активными группами и физико-химическими 
свойствами, и природного фактора температуры. 
Двухфакторный дисперсионный анализ показал, 
что при комфортной температуре +20°С инги-
бирование прорастания семян исследуемыми 
соединениями в концентрации 0,1 мг/мл было 
достоверно выше, чем при температуре +34°С 
(p < 0,01). Нам удалось построить ряд, в котором 

ингибирование энергии прорастания в высокой 
концентрации растворов при исследованных 
температурах падает: 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri > 
1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri > 1,2,4-TriH > 4-(PhSO2)-
4H-1,2,4-Tri

В системе «HyperChem» мы рассчитали фи-
зико-химические параметры синтезированных 
нами соединений. Результаты представлены в 
таблице.

Анализ влияния физико-химических ха-
рактеристик растворов триазолов на энергию 
прорастания семян кресс-салата показал, что 
определяющую роль в способности ингибиро-
вать прорастание семян при температуре +34°С 
и при выращивании при +20°С играет величина 
липофильности исследуемых триазолов, однако 
при +34°С на способность ингибировать про-
растание семян влияет и величина дипольного 
момента синтезированных триазолов.

Можно предположить, что в теплицах 
предварительное воздействие триазольными 
фунгицидами на семена усиливает ингибиру-
ющее действие этих препаратов не только на 
паразитарные грибы, но и на сами культурные 
растения. 

Рис. 1. Влияние водных растворов триазола и его производных на энергию всхожести семян Lepi-
dium sativum при проращивании их при контрастных температурах, где 20 – температура +20°С, 
34 – температура +34°С; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, 

IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri
Fig. 1. The effect of aqueous solutions of triazole and its derivatives on the germination energy of Lepidium 
sativum seeds when germinating them at contrasting temperatures, where 20 is the temperature +20°C, 
34 is the temperature +34°C; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, 

IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri
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При попадании фунгицидов в почву со-
единения так или иначе влияют на корневую 
систему. Мы исследовали влияние испытуемых 
триазольных соединений на рост корней кресс-
салата. Результаты представлены на рис. 2.

Полученные результаты показывают (см. 
рис. 2), что температурный фактор существенно 
влияет на рост корневой системы. Проращивание 
при +34°С достоверно ингибирует рост корней 
по сравнению с ростом при температуре +20°С 

в растворах всех исследованных концентраций. 
С ростом концентрации растворов растут инги-
бирующие свойства всех триазолов независимо 
от их строения (p < 0,01).

Двухфакторный дисперсионный анализ не 
выявил различий между исследованными со-
единениями в их способности ингибировать рост 
корней. Таким образом, связь между структурой 
соединений и их ингибирующими свойствами 
для корневой системы не обнаружено. 

Физико-химические параметры исследуемых триазолов (программа «HyperChem»)
Table. Physico-chemical parameters of the triazoles under study (HyperChem program)

Исследуемые 
триазолы /

Investigated triazoles

Физико-химические параметры / Physico-chemical parameters

Молекулярная 
масса, г/моль /

Molecular 
weight, g/mol

Молекулярный 
объем, А° /
Molecular 
volume, А°

Липофильность,
lgP /

Lipophilicity,
lgP

Энергия 
гидратации, 
kДж/моль /
Hydration 

energy, kJ/mol

Величина 
дипольного 
момента, дб /
The magnitude 

of the dipole 
moment, db

1,2,4-TriH 69,07 258,91 −0,12 −11,48 2,7

1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri 147,5 407,04 −0,53 −8,07 3,03

 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri 209,22 568,12 −0,04 −8,45 4,76

4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri 223,25 618,7 0,11 −7,2 5,33

Рис. 2. Влияние водных растворов триазола и его производных на среднюю длину корней 
Lepidium sativum на третьи сутки, при проращивании их при контрастных температурах, где 
20 – температура +20°С, 34 – температура +34°С; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, 

III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri
Fig. 2. Effect of aqueous solutions of triazole and its derivatives on the average root length of Lepidium 
sativum on the third day, when germinating them at contrasting temperatures, where 20 is temperature 
+20°C, 34 is temperature + 34°C; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, III – 4-(PhSO2)-4H-

1,2,4-Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri
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Анализ влияния водных растворов три-
азолов на рост побегов при выращивании 

кресс-салата в разных температурных условиях 
показан на рис. 3. 

Рис. 3. Влияние водных растворов триазола и его производных на среднюю длину стеблей Lepidium 
sativum на третьи сутки, при проращивании их при контрастных температурах, где 20 – температура 
+20°С, 34 – температура +34°С; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-

Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri 
Fig. 3. Effect of aqueous solutions of triazole and its derivatives on average stem length of Lepidium sativum 
on the third day, when germinating them at contrasting temperatures, where 20 is +20°C, 34 is +34°C; 
I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri
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Как видно из представленных результатов 
(см. рис. 3) и проведённого двухфакторного дис-
персионного анализа, синтезированные нами 
триазолы при выращивании при +34°С досто-
верно сильнее ингибируют рост стеблей кресс-
салата, чем при температуре +20°С (p < 0,01). 
Однако следует отметить, что при проращивании 
при более низкой из исследованных температур 
минимальными ингибирующими свойствами 
обладал 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri в концентрации 
0,01 мг/мл, а соединение 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri 
проявило стимулирующий эффект в этой же 
концентрации. В более высокой концентрации 
все исследованные триазолы ингибируют рост 
стеблей (p < 0,01) независимо от температуры 
культивирования.

Последнее позволяет предположить, что 
именно кольцо триазола определяет свойства 
соединений подавлять рост тест-объекта. Не-
зависимо от того, при какой температуре вы-
ращивали кресс-салат ретардантные свойства 
синтезированных триазолов связаны с их липо-
фильностью. Ретардантное действие триазолов, 
используемых как комплексные фунгициды, 
обусловлено подавлением биосинтеза гибберел-

лина в трёх его звеньях уже на ранних стадиях 
развития растений [1]. Возможно, соединения 
с более высокой липофильностью быстрее до-
стигают клеток апикальных меристем корней 
и побегов, которые вносят наибольший вклад в 
формирование растительного организма. В целом 
существует большое количество механизмов, 
позволяющих снизить негативное воздействие 
триазолами, однако данные соединения яв-
ляются новыми, поэтому наблюдаемые нами 
ответы – следствие неспецифических реакций.

Многолетнее использование одних и тех 
же пестицидов приводит к отбору генотипов 
сорных растений и вредителей, устойчивых 
к данному соединению, за счёт появления 
адаптивного ответа [14]. Чтобы доказать это, 
мы смоделировали эксперимент, позволяющий 
выяснить, какие факторы влияют на форми-
рование адаптивного ответа: температура или 
физико-химические свойства триазолидов.

После преадаптации семян в течение суток 
самой низкой из используемых нами концен-
трации (0,001 мг/мл) мы переносили проростки 
в чашки Петри, в которых тест-объект рос на 
концентрации 0,1 мг/мл при контрастных положи-

В. А. Исаичкин и др. Анализ факторов, влияющих на способность Lepidium sativum L. адаптироваться 
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тельных температурах. Таким образом, мы пре-
адаптировали кресс-салат слаботоксичной дозой. 

Исследования влияния преадаптации на энергию 
прорастания семян представлены на рис. 4.

Рис. 4. Влияние различных типов воздействия растворами триазола на энергию прорастания 
семян Lepidium sativum, при проращивании кресс-салата при контрастных температурах, где 
20 – температура +20°С, 34 – температура +34°С; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, 
III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri; преадаптация – предварительное про-
ращивание в растворах с концентрацией 0,001 мг/мл, с последующим выращиванием в раство-
рах соединений с концентрацией 0,1 мг/мл, прямое действие – культивирование в растворах 

с концентраций 0,1 мг/мл
Fig. 4. Effect of different types of exposure to triazole solutions on germination energy of Lepidium 
sativum seeds, during cress germination at contrasting temperatures, where 20 – temperature +20°C, 
34 – temperature +34°C; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, 
IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri; pre-adaptation – pre-germination in solutions with a concentration of 
0,001 mg/ml, followed by cultivation in solutions with a concentration of 0,1 mg/ml, direct action – cul-

tivation in solutions with a concentration of 0,1 mg/ml
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Как видно из представленных результатов 
(см. рис. 4), преадаптация семян низкотоксич-
ной дозой и последующим выращиванием их 
в соединениях с высокой концентрацией ис-
следуемых веществ не зависит от температуры 
культивирования. Однако необходимо отметить, 
что предварительное воздействие соединениями, 
имеющими бензольное кольцо – 4-(PhSO2)-4H-
1,2,4-Tri, 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri, на 10% повы-
шало прорастание семян по сравнению с прямым 
действием (p < 0,05).

Однофакторный дисперсионный анализ 
показал, что на развитие адаптивной реакции, 
выражающейся в увеличении энергии прорас-
тания семян, влияют липофильность, энергия 
гидратации и величина дипольного момента. 
Самый сильный адаптивный ответ вызывает 
4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri.

Исследования влияния преадаптации расте-
ний слаботоксичной дозой на ростовые процессы 
корней показаны на рис. 5.

Проведённый двухфакторный дисперсион-
ный анализ не выявил достоверных различий в 
стимуляции адаптивного ответа у корней при 
действии триазолами с разным строением, не 
оказал влияние и температурный режим куль-
тивирования растений, хотя необходимо отме-
тить, что преадапатация соединениями в низкой 
концентрации снижает токсичность веществ в 
дозе 0,1 мг/мл (p < 0,05) при культивировании 
при высокой температуре, преадаптация не-
токсичной дозой при комфортной температуре 
наблюдалась только для 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri.

Результаты преадаптации нетоксичными 
дозами на ростовые процессы в стеблях кресс-
салата представлены на рис. 6.
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Рис. 5. Влияние различных типов воздействия растворами триазола на длину корней, 
при проращивании Lepidium sativum при контрастных температурах; I – 1,2,4-TriH, 
II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri; пре-
адаптация – предварительное проращивание в растворах с концентрацией 0,001 мг/мл, 
с последующим выращиванием в растворах соединений с концентрации 0,1 мг/мл, прямое 

действие – культивирование в растворах с концентраций 0,1 мг/мл
Fig. 5. Effect of different types of exposure to triazole solutions on root length, when germinat-
ing Lepidium sativum at contrasting temperatures; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, 
III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri; pre-adaptation – pre-germination in 
solutions with a concentration of 0,001 mg/ml, followed by cultivation in solutions with a con-
centration of 0,1 mg/ml, direct action – cultivation in solutions with a concentration of 0,1 mg/ml

Рис. 6. Влияние различных типов воздействия растворами триазола на длину стеблей Lep-
idium sativum, при проращивании кресс-салата при контрастных температурах; I – 1,2,4-TriH, 
II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri; пре-
адаптация – предварительное проращивание в растворах с концентрацией 0,001 мг/мл, с по-
следующим выращиванием в растворах веществ с концентрацией 0,1 мг/мл, прямое действие 

– культивирование в растворах с концентраций 0,1 мг/мл
Fig. 6. Effect of different types of exposure to triazole solutions on stem length of Lepidium sativum, 
when germinating cress at contrasting temperatures; I – 1,2,4-TriH, II – 1-(CH3SO2)-1H-1,2,4-Tri, 
III – 4-(PhSO2)-4H-1,2,4-Tri, IV – 4-(TolSO2)-4H-1,2,4-Tri; pre-adaptation – pre-germination in 
solutions with a concentration of 0,001 mg/ml, followed by cultivation in solutions with a con-
centration of 0,1 mg/ml, direct action – cultivation in solutions with a concentration of 0,1 mg/ml

0

0,5

1

1,5

2

2,5

I II III IV I II III IV

20 34

 
, 

 /
R

oo
t l

en
gt

h,
 c

m

    /
Active substances at different temperatures

 / 
Preadaptation

 / 
Control

  / 
Direct action

+20°С +34°С

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

I II III IV I II III IV

20 34

 
, 

 / 
St

em
s l

en
gt

h,
 c

m

     /
Active substances at different temperatures

 / 
Preadaptation

 / Control

  / 
Direct action

+20°С +34°С

В. А. Исаичкин и др. Анализ факторов, влияющих на способность Lepidium sativum L. адаптироваться 



Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2024. Т. 24, вып. 1

Научный отдел92

Проведённые эксперименты показали, 
что развитие адаптивного ответа зависит от 
строения исследуемых нами триазолов. Так, 
соединения, в состав которых входило бен-
зольное кольцо, развивают адаптивный ответ 
независимо от температуры культивирования 
(p < 0,05). При культивировании при +34°С ве-
личина адаптивного ответа достоверно больше, 
чем при культивировании при +20°С. 

Анализируя физико-химические параме-
тры триазолов, мы обнаружили, что если при 
прямом действии важна величина их липофиль-
ности, то для развития адаптивного ответа 
важны величины их молекулярной массы и 
молекулярного объема.

Адаптации к условиям окружающей среды 
проявляются на различных уровнях биологиче-
ской организации – от молекулярного до биогео-
ценотического [15]. Один из этапов адаптивного 
реагирования –появление адаптивного ответа, 
выражающегося в величине негативного ответа 
при предварительном воздействии токсикантом 
в нетоксичной дозе [16].

Формирование адаптивного ответа зависит 
от наличия у растений ферментов, способных 
трансформировать действие токсиканта, скоро-
сти поступления ксенобиотика в апикальные 
меристемы, от строения и физико-химических 
характеристик синтезированных пестицидов 
и абиотических факторов, ускоряющих по-
ступление токсикантов в клетки. Разработка 
оптимизированного применения пестицидов 
триазольной группы позволит снизить потен-
циальный вред химической защиты сельскохо-
зяйственных культур от сорных растений [17].

Исследуя триазолы, различающиеся физи-
ко-химическими параметрами, мы обнаружили, 
что все они способны вызывать адаптивный 
ответ. Быстрее всего развивается адаптивный 
ответ при воздействии на семена, состояние 
которых определяется успешностью выживания 
молодого организма растения. Другие азолы при 
воздействии на семена также могут создавать 
состояние преадаптированности [18].

Воздействие ксенобиотиками у растений 
вызывает стресс, приводящий к активации 
репаративных процессов, защищающих формо-
образовательные процессы [19], именно поэтому 
активируются древние механизмы, создающие 
состояние преадаптированности. 

Таким образом, при создании новых пе-
стицидов, в состав которых входит триазоль-
ное кольцо, необходимо учитывать, какие из 

физико-химических факторов исследуемого 
триазола послужат фактором быстрого проник-
новения соединения в клетку и, следовательно, 
индукции систем репарации, повышающих 
устойчивость растений [1]. 

Несмотря на то что существует много работ, 
посвященных изучению действия различных 
триазольных пестицидов, исследований роли 
структуры соединений очень мало, поэтому 
наши исследования в некоторой степени за-
полняют эту брешь [1]. 

Все изученные нами физико-химические 
параметры характеризуют степень мембрано-
тропности синтетических триазолов. Наши 
результаты совпадают с данными некоторых 
исследователей, которые доказали, что триа-
зольные пестициды вызывают деполяризацию 
мембран растительных клеток и усиливают 
проницаемость мембран для изученных пести-
цидов [20–22].

Можно предположить, что способность 
растений адаптироваться к триазольным пе-
стицидам определяется скоростью и путями 
проникновения веществ в клетки апикальных 
меристем стеблей. Возможно, анализ при мони-
торинговых исследованиях в первую очередь 
веществ, характеризующихся высокой мембра-
нотропностью, ускорит оценку потенциального 
вреда, наносимого пестицидами [23].

Контрастные положительные температуры 
в период вегетации у овощных культур могут 
существенно снизить наращивание фитомассы, 
однако у давно разводимых культур выработа-
ны адаптации к контрастным положительным 
температурам, при этом сами механизмы адап-
тации могут быть различными [24]. 

Проведенные исследования показали, что 
растения способны развивать адаптивный ответ 
при предварительном воздействии на них на 
ранних стадиях развития нетоксичными дозами 
триазолов. Величина адаптивного ответа для 
разных типов биологических параметров за-
висит и от строения соединения и температуры 
культивирования. 

Заключение

Изучение факторов, определяющих раз-
витие устойчивости у растений к токсичности 
синтетических триазолов при выращивании 
растений в контрастных температурных ус-
ловиях, показало, что в развитии негативного 
ответа (ингибировании прорастания семян и 
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ростовых процессов кресс-салата), а также пози-
тивного ответа (появлении адаптивного ответа 
в модельных экспериментах) играют большую 
роль температура проращивания и некоторые 
физико-химические параметры исследованных 
триазолов. 

Выяснили, что энергия прорастания семян 
зависит как от температуры проращивания, так 
и от концентраций исследованных триазолов и 
величины их липофильности.

На рост корней влияет температура про-
ращивания, концентрация растворов анализи-
руемых триазолов, но не влияет их структура в 
избранном диапазоне концентраций.

Рост побегов тест-объекта зависит от темпе-
ратуры проращивания, концентрации растворов 
и липофильности исследованных триазолов. 
Липофильность характеризует способность сое-
динений проходить через клеточные мембраны. 
Литературных данных об изменении липофиль-
ности алкил(арил)сульфонил-1,2,4-триазолов в 
выбранном нами интервале температур мы не 
обнаружили.

Состояние преадаптации определяется фи-
зико-химическими параметрами используемых 
азолов. Адаптивный ответ обнаруживается 
при предварительном воздействии слаботок-
сичными дозами растворов синтезированных 
триазолов на всхожесть семян и рост стеблей 
кресс-салата и зависит от строения веществ.
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Аннотация. Распространение цикадовых на территории Хабаровского края изучено очень слабо, в отличие от Амурской области и 
Приморского края. По результатам сборов в особо охраняемых природных территориях Хабаровского края впервые для Приамурья 
приводятся Ledra auditura (Ledridae) (также впервые указывается с востока Забайкальского края из Приаргунья), Glossocratus foveolatus 
(Cicadellidae), Eoscartopsis assimilis (Cercopidae), Taihorina geisha (Machaerotidae), Cicadetta yezoensis (Cicadidae), Delphax maritima (Delpha-
cidae), Mysidioides sapporensis, Losbanosia hibarensis, Zoraida albicans, Z. horishana (Derbidae), Cixidia ussuriensis, Kosalya fl avostrigata (Achilidae), 
Saigona ussuriensis (Dictyopharidae), Limois emelianovi (Fulgoridae).
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Abstract. The distribution of cicadas in the Khabarovskii Krai has been studied very poorly, in contrast to the Amurskaya Oblast’ and Primorskii 
Krai. Ledra auditura (Ledridae) (also recorded from the eastern part of Zabaikal’skii Krai, the Argun River basin), Glossocratus foveolatus (Cicadel-
lidae), Eoscartopsis assimilis (Cercopidae), Taihorina geisha (Machaerotidae), Cicadetta yezoensis (Cicadidae), Delphax maritima (Delphacidae), 
Mysidioides sapporensis, Losbanosia hibarensis, Zoraida albicans, Z. horishana (Derbidae), Cixidia ussuriensis, Kosalya fl avostrigata (Achilidae), Saigona 
ussuriensis (Dictyopharidae), Limois emelianovi (Fulgoridae) are recorded for the fi rst time in the River Amur basin from Khabarovskii Krai.
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В. В. Дубатолов. Новые сведения по распространению цикадовых (Insecta, Homoptera, Cicadinea) 

Введение

Ко времени написания определителя ци-
кадовых Дальнего Востока России [1] из всех 
регионов этой территории практически полно-
стью неизученным оказался юг Хабаровского 
края, включавший в то время также Еврейскую 
АО. К сожалению, к концу второго десятилетия 
XXI в. изученность Среднего и Нижнего При-
амурья по цикадовым не стала многим лучше. 
Тем не менее, исследованием этой группы на-
секомых на территории Большехехцирского 
заповедника занимался студент из Нижнего 
Новгорода А. М. Ковалёв. В 1971 г. он целена-
правленно проводил сборы цикадовых, обойдя 
вокруг почти всю территорию заповедника. 
Определение сборов осуществлялось им, ве-
роятно, под руководством Г. А. Ануфриева и, 
скорее всего, полностью контролировалось 
руководителем. Материалы работы были пере-
даны в Большехехцирский заповедник и при-
ведены в Летописи природы за 1971–1972 гг.,
книга 2. В 2006 г. автор провёл коррекцию 
представленного заповеднику списка по опу-
бликованному определителю Г. А. Ануфриева и 
А. Ф. Емельянова [1]; этот список включал 
102 вида из семейств Cicadellidae (88 видов), 
Membracidae (2 вида), Cercopidae (1 вид), Aphro-
phoridae (7 видов), Delphacidae (1 вид) и Cixiidae 
(3 вида). В 2005–2023 гг., особенно в последние 
годы, автор, в рамках мониторинга всех на-
секомых Большехехцирского заповедника, а 
в последние 8 лет – территорий «Заповедного 
Приамурья», проводил сбор и определение 
наиболее легко определяемых видов цикадо-
вых. При этом, как и следовало предполагать, 
многие обычные виды уже были известны по 
работе А. М. Ковалёва. Обновлённый список 
этих насекомых Большехехцирского запо-
ведника приводится в [2]. Удивительно, что в 
сборы А. М. Ковалёва не попало значительное 
число особо заметных в заповеднике в 2005–
2020 гг. видов из семейств Ledridae, Aphro-
phoridae (включая массовый Cnemidanomia 
lugubris Leth.), Cicadidae, Derbidae, Achilidae 
и Fulgoridae. 

Материалы и методы

В настоящую работу включены только те 
виды цикадовых, которые легко определяются 
и до сих пор не указывались для Хабаровского 
края (не включая территорию Еврейской АО) 

в научной литературе. Сборы проводились 
автором на свет и с помощью укосов сачком с 
короткой (в травостое) или длинной, до 5 м, руч-
кой (в кронах деревьев и высоких кустарников) 
в основном на особо охраняемых природных 
территориях, к которым согласно Федеральному 
закону РФ «Об особо охраняемых природных 
территориях» №33-Ф3 от 14.03.1995 г. относят-
ся заповедники, природные парки, заказники, 
установленные решениями правительства РФ. 
Фамилия автора в списке материала не приво-
дится, остальные сборщики указаны (рисунок).

Обзор видов
Семейство Ledridae – цикадки-ледриды
Ledra auditura Walker, 1858
Материал. Большехехцирский запо-

ведник: окрестности кордона Чирки, скалы 
по берегу реки Уссури, 48º 11' 40" с. ш., 134º 
40' 28'"в. д., в светоловушку, 12-13.07.2018 – 1♂; 
окрестности кордона Чирки, пляж реки Уссу-
ри, в светоловушку, 20-21.07.2011 – 1♂; близ 
устья ручья Куркуниха, дубовый лес у склона, 
48º 12' 29" с. ш., 134º 40' 14" в. д., в светоловушку, 
7-8.09.2023 – 1 экз.; ручей Соснинский, 48º 16' 15" 
с. ш., 134º 46' 19" в. д., 100 м над уровнем моря, 
в светоловушку, 11-12.08.2016 – 2♀; Бычиха, 
48º 17' 56" с. ш., 134º 49' 19" в. д., на свет, 
3.07.2005 – 1♂, 12.07.2005 – 1♂, 16.07.2005 – 1♂, 
8.08.2005 – 2♂, 31.08-1.09.2007 – 1♀, 2-3.09.2007 
– 1♀, 17-18.07.2016 – 1♂, 1♀, 19-20.07.2016 – 1♂, 
26-27.06.2018 – 1♂, 1-2.07.2018 – 1♂, 13-14.07.2021 
– 1♀, 21-22.07.2021 – 1♂, 22-23.07.2021 – 1♂, 
5-6.07.2022 – 1♂, 7-8.07.2022 – 1♂, 14-15.07.2022 
– 1♀, 19-20.07.2023 – 1 экз., 13-14.08.2023 – 1 экз., 
16-17.08.2023 – 1 экз.; Бычиха и окрестности, 
48º 17-18' с. ш., 134º 49-50' в. д., укос, 30.06.2020 
– 1♀; нижнее течение реки Амур: Киселёвка, 
51º 24' 12" с. ш., 138º 59' 29" в. д., школа, на свет, 
4-5.08.2010 – 1♂, 5-6.08.2010 – 1♂; Северо-Вос-
точный Сихотэ-Алинь: Ботчинский запо-
ведник, окрестности кордона Тёплый Ключ, 
между ручьями Солончаковый и Моховой, 
48º 17' 44-48" с. ш., 139º 33' 43"-34' 28" в. д., до-
линный лиственничник, укос, 16.09.2015 – 1♀; 
Амурская область: ЮЗ окраина города Благо-
вещенск, Верхнеблаговещенское, агробиостан-
ция, на свет, 6.07.1996 – 1♂; Забайкальский 
край: заказник «Реликтовые дубы», нижнее 
течение реки Будюмкан, 5 км выше устья, боль-
шая поляна в лиственничном лесу, зимовьё, на 
свет, 27.07.2002 – 1♂.

Распространение. Отмечался для Амур-
ской области, Приморского края, Китая, Кореи и 
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Карта сборов цикадовых в Большехехцирском заповеднике и его окрестностях (а) и в бассейне 
реки Амур и в Северо-Восточном Сихотэ-Алине (б): 1 – кордон Чирки; 2 – пляж реки Уссури в 
окрестностях кордона Чирки; 3 – скалы на берегу реки Уссури в окрестностях кордона Чирки; 
4 – ручей Куркуниха; 5 – Казакевичево; 6 – пункт пограничного контроля Казакевичево (сбо-
ры на свет); 7 – ручей Соснинский, 100 м над уровнем моря; 8 – кордон Соснинский, 450 м
над уровнем моря; 9 – Бычиха, контора заповедника (основные сборы на свет); 10 – Бычиха, 
сборы в дневное время; 11 – 2 км западнее посёлка Чирки; 12 – протока Разбой в долине реки 
Кия близ Киинского; 13 – заказник «Реликтовые дубы» в нижнем течении реки Будюмкан; 
14 – Верхнеблаговещенское на западной окраине Благовещенска; 15 – Большехехцирский 
заповедник; 16 – Болоньский заповедник, кордон Кирпу; 17 – Пивань близ Комсомольска-на-
Амуре; 18 – Киселёвка; 19 – Ботчинский заповедник, кордон Тёплый Ключ и его окрестности; 
20 – Тумнинский заказник, кордон Абуа; Анюйский национальный парк: 21 – озеро Гасси, залив 
Петра Великого, 22 – кордон Кон, 23 – кордон Нило, 24 – кордон Мухе, 25 – кордон Богбасу 

Figure. Map of collection places of cicads in Bolshekhekhtsyrskii Nature Reserve and its environs (a) 
and in the Amur River Basin and North-Eastern Sikhote-Alin (b): 1 – kordon Chirki; 2 – river Ussuri 
sandy bank in kordon Chirki environs; 3 – rocks along the Ussuri River bank in kordon Chirki environs; 
4 – Kurkunikha rivulet; 5 – Kazakevitshevo; 6 – Kazakevitshevi (collecting by light); 7 – Sosninskii 
rivulet, 100 m above sea level; 8 – Sosninskii kordon, 450 m above sea level; 9 – Bychikha, (collecting 
by light); 10 – Bychikha, collecting during daytime; 11 – 2 km west from Chirki village; 12 – Razboi 
channel of the river Kiya near Kiinsk; 13 – Nature Reserve «Relic Oaks» in the Budyumkan river 
low fl ow; 14 – Verkhneblagoveshchenskoe at west suburbs of Blagoveshchensk; 15 – Nature Reserve 
Bolshekhekhtsyrskii; 16 – Nature Reserve Bolonskii, kordon Kirpu; 17 – Pivan in Komsomolsk-na-
Amure suburbs; 18 – Kiselevka; 19 – Nature Reserve Botchinskii, kordon Tyoplyi Klyutch and its 
environs; 20 – Nature Reserve Tumninskii, kordon Abua; Nature Reserve Anuiskii: 21 – Lake Gassi, 
Peter the Great Bay, 22 – kordon Kon, 23 – kordon Nilo, 24 – kordon Mukhe, 25 – kordon Bogbasu 

б/b

а /a
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Японии [1]. Широко распространён в Приамурье 
на север вплоть до границы многопородных 
широколиственных лесов; встречается также 
на северо-восточном склоне Сихотэ-Алиня, на 
юге Амурской области и на востоке Забайкалья.

Семейство Cicadellidae – цикадки
Glossocratus foveolatus Fieber, 1866
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: Бычиха, 48º 17' 25-36" с. ш., 134º 49' 40-47" 
в. д., укос по траве и кустам, 22.06.2018 – 1♀, 
16.07.2019 – 1♀, 27.06.2020 – 1♀, 10.06.2022 – 1♀, 
22.06.2022 – 1♀, 23.06.2022 – 1♀, 28.06.2022 – 1♀. 

Распространение. Редок, встречается в 
Венгрии, на юге европейской части бывшего 
СССР, в Казахстане, Афганистане, Монголии, 
Южной Сибири (включая Забайкалье), Примо-
рье [1]. В Приамурье собран впервые. Приурочен 
к лугам, хотя в 2018 г. был выкошен с нижней 
части лиственной древесной кроны. Вид невоз-
можно спутать с любой другой цикадкой, так 
как теменная часть головы у него листовидно 
уплощена и сильно вытянута вперёд.

Семейство Cercopidae – цикадки-церкопиды
Eoscartopsis assimilis (Uhler, 1896)
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: ручей Соснинский, 48º 16' 15" с. ш., 134º 
46' 19" в. д., 100 м над уровнем моря, в свето-
ловушку, 29-30.07.2020 – 7♂, 4♀, 21-22.07.2021 – 
3 экз.; Бычиха и окрестности, укос, 1.09.2018 – 1♀,
15.07.2019 – 1♂, 25.08.2019 – 2♀, 16.07.2020 – 1♂, 
28.07.2010 – 1♀, 2.07.2021 – 2 экз., 13.07.2021 – 
1 экз., 20.07.2021 – 1 экз., 6.07.2022 – 2♀, 7.07.2022 
– 1 экз., 10.07.2022 – 2♂, 2.08.2022 – 1 экз.; 
Бычиха, на свет, 2-3.07.2022 – 1 экз.; южные 
окрестности Большехехцирского заповедника, 
долина реки Кия близ Киинска, протока Раз-
бой, укос, 15.07.2021 – 1 экз.; Анюйский на-
циональный парк: озеро Гасси, залив Петра 
Великого, опушка разреженного осинового 
леса, 49º 03,89' с. ш., 139º 32,22' в. д., в свето-
ловушку, 19.07.2019 – 1♂. 

Распространение. Нередок, на террито-
рии России указывался с юга Приморского края 
и Южных Курил; помимо этого встречается в 
Северо-Восточном Китае, на Тайване, в Корее 
и Японии [1]. Найден в укосах по влажным 
придорожным лугам, в разреженных поймен-
ных лесах и под пологом смешанного широко-
лиственного леса. Помимо этого, отмечался с 
территории Большехехцирского заповедника 
в сборах А. М. Ковалёва 1971–1972 гг. (Лето-
пись Природы, том 2) как Paracercopsis fusca 
Melichar.

Семейство Machaerotidae
Taihorina geisha Schumacher, 1915
Материал. Большехехцирский запо-

ведник: окрестности кордона Чирки, укос, 
24.08.2007 – 1♂, 4.09.2007 – 1♀.

Распространение. На территории России 
отмечался только для юга Приморского края, а 
также для Восточного Китая, Тайваня и Кореи 
[1]. В Приамурье найден впервые.

Семейство Cicadidae – певчие цикады
Cicadetta yezoensis (Matsumura, 1898) – ци-

када хоккайдская
Материал. Большехехцирский запо-

ведник: окрестности кордона Чирки, 48º 10-12' 
с. ш., 134º 40-41' в. д., 9.08.2006 – 1♀; Казакеви-
чево, 3.08.2016 – 1♂ (Ю. Н. Кя); нижнее течение 
реки Амур: Киселёвка, середина 08.2009 – 1♀ 
(С. А. и М. З. Мищенко). 

Распространение. Широко распространён 
от гор Тянь-Шаня через горы Южной Сибири 
(Алтай, Саяны, Забайкалье) и Монголию до 
Северо-Восточного Китая, Кореи и Японии [1]. 
На территории российского Дальнего Востока 
ранее отмечался в Амурской области, Примор-
ском крае, юге Сахалина, Южных Курилах [1]. 
Так же собран О. Куберской в Комсомольском 
заповеднике [3]. В Приамурье отмечен вплоть 
до северных пределов многопородных широко-
лиственых лесов.

Семейство Delphacidae – цикадки-сви-
нушки

Delphax maritima Anufriev, 1977
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: Бычиха, 48º 17' 56" с. ш., 134º 49' 18" в. д., 
на свет, 14-15.07.2021 – 1 экз.; Анюйский на-
циональный парк: озеро Гасси, залив Петра 
Великого, опушка разреженного осинового 
леса, 49º 03,89' с. ш., 139º 32,22' в. д., в светоло-
вушку, 19.07.2019 – 1♂.

Распространение. Известен из Приморско-
го края, Южных Курил, а также Центральной и 
Восточной Монголии и Японии [1]. В Приамурье 
собран впервые. 

Семейство Derbidae – цикадки-дербиды
Mysidioides sapporoensis (Matsumura, 1900)
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: близ устья ручья Куркуниха, дубовый лес у 
склона, 48º 12' 29" с. ш., 134º 40' 14" в. д., в свето-
ловушку, 25-26.08.2021 – 1 экз.; нижнее течение 
ручья Соснинский, 48º 16' 15" с. ш., 134º 46' 19" 
в. д., 100 м н.у.м., в светоловушку, 23-24.08.2008 
– 1♂, 11-12.08.2016 – 1♀, 26-27.08.2019 – 1♀, 
12-13.08.2020 – 1♂1♀, 15-16.09.2020 – 1♀; Бы-
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чиха, 48º 17' 56" с. ш., 134º 49' 18" в. д., на 
свет, 13.08.2006 – 1♀; там же, в светоловушку, 
15-16.09.2020 – 1♀; окрестности Бычихи, просека 
в лесу, 48º 17' 08-18" с. ш., 134º 49' 12-53" в. д., 
укос, вечером, 19.08.2007 – 4♀; Анюйский на-
циональный парк: кордон Нило, опушка леса, 
в светоловушку, 12-13.07.2022 – 1 экз.; устье 
руч. Мухе, в светоловушку, 3-4.08.2021 – 4 экз., 
5-6.09.2022 – 4 экз.; кордон Богбасу, 49º 22' 29-39" 
с. ш., 137º 42' 43-51" в. д., укос, 14.09.2017 – 3 экз.; 
в светоловушку, 13-14.09.2017 – 1♂1♀, 6-7.09.2018 
– 4♀; 26-27.08.2019 – 2♂; окрестности кордона 
Богбасу, смешанный широколиственный лес 
над трассой, в светоловушку, 13-14.09.2017 – 
1♀, 26-27.08.2019 – 4♂3♀, 4-5.08.2021 – 4 экз.; 
нижнее течение реки Амур: Киселёвка, до-
линный широколиственный лес, в светоловуш-
ку, 28-29.08.2008 – 7♂3♀; Северо-Восточный 
Сихотэ-Алинь: Тумнинский заказник, кордон 
Абуа, 50º 00' 47-50" с. ш., 139º 56' 18-42" в. д., 
укос, 13.09.2018 – 1♂. 

Распространение. Ранее был известен в 
России из Амурской области, Приморского края 
и с острова Кунашир, а также из Японии и Ки-
тая, включая остров Тайвань [1]. В Хабаровском 
крае обитает как на территории Среднего При-
амурья, так и на северо-востоке Сихотэ-Алиня. 
В Большехехцирском заповеднике – наиболее 
обычный вид семейства; отмечен в укосах по 
 лесным опушкам и на зарастающей минполосе 
под пологом широколиственного леса, на лугах; 
также прилетает на свет. Имаго попадались с 
середины августа до середины сентября.

Losbanosia hibarensis (Matsumura, 1935)
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: кордон Чирки, крыльцо домика, 48º 11' 07" 
с. ш., 134º 41' 01" в.д., в паутине, 15.09.2014 
– 1♂; Бычиха, 48º 17' 56" с. ш., 134º 49' 18" 
в. д., на свет, 15.08.2006 – 1 экз. визуально, конец 
08.2008 – 1 экз. визуально; там же, 48º 17' 55" 
с. ш., 134º 49' 20" в. д., в паутине, 18.08.2015 – 1♂, 
19.08.2015 – 2♂, 20.08.2015 – 1♂, 23.08.2015 – 1♂, 
30.08.2015 – 4♂, 29.08.2017 – 2♂, 24.10.2017 – 1♂, 
25.10.2017 – 1♂, 12.VIII 2020 – 1♂. 

Распространение. До сих пор был известен 
только из Южного Приморья, Кореи и Японии 
[1]. Иногда прилетает на свет, что отмечалось 
автором как на юге Приморского края, так и в 
Большехехцирском заповеднике, но чаще всего 
эти цикадки попадались на опушке широколи-
ственного леса запутанными в паутине; имаго 
летают с середины августа и при хорошей по-
годе до середины третьей декады октября.

Zoraida albicans Anufriev, 1968
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: Бычиха, 48º 17' 56" с. ш., 134º 49' 18" в. д., 
на свет, 25-26.07.2015 – 1♂; Бычиха, 48º 17' 55" 
с. ш., 134º 49' 20" в. д., в паутине, 27.08.2015 – 
1♂; нижнее течение реки Амур: окрестности 
Комсомольска-на-Амуре, Пивань, 50º 31' с. ш., 
137º 04' в. д., 29.07.2014 – 2♂ (В. К. Зинченко). 

Распространение. Ранее был известен 
из Южного Приморья, Кореи и Японии [1]. 
В последние годы найден в нескольких местах 
Хабаровского края: в окрестностях Хабаровска 
и Комсомольска-на-Амуре.

Zoraida horishana Matsumura, 1914
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: Бычиха, 48º 17' 55" с. ш., 134º 49' 20" в. д., 
в паутине, 27.08.2020 – 1♂. 

Распространение. Обитает в Приморском 
крае России, а также в Китае, Корее и Японии 
[1]. В Бычихе найден в паутине на опушке леса.

Семейство Achilidae – цикадки-ахилиды
Cixidia ussuriensis (Kusnezov, 1928)
Материал. Большехехцирский запо-

ведник: кордон Соснинский, 48º 14' 18" с. ш., 
134º 46' 45" в. д., 450 м н. у. м., смешанный лес, 
в светоловушку, 15-16.07.2010 – 1♂; Бычиха, 
48º 17' 56" с. ш., 134º 49' 18" в. д., на свет, 12-
13.07.2020 – 1♂, 21-22.07.2020 – 1♂, 22-23.07.2020 
– 1♂, 25-26.07.2020 – 1♂, 14-15.07.2021 – 2 экз., 20-
21.07.2021 – 2 экз., 5-6.07.2022 – 1 экз., 7-8.07.2022 
– 1 экз., 31.07-1.08.2022 – 1 экз., 1-2.08.2022 – 
1 экз.; окрестности Бычихи, укос, 23.07.2021 – 
1 экз.; Анюйский национальный парк: до-
лина реки Анюй, кордон Нило, 49º 15' 08" с. ш., 
137º 16' 03" в. д., в светоловушку, 20-21.07.2020 
– 1♂; кордон Богбасу, над трассой, в светоло-
вушку, 4-5.08.2021 – 1 экз.; Северо-Восточный 
Сихотэ-Алинь: Тумнинский заказник, кордон 
Абуа, 50º 00' 47-50" с. ш., 139º 56' 18-42" в. д., в 
укос, 13.09.2018 – 1♂; там же, в домике на окне, 
30.07.2021 – 1 экз.; там же, склон горы, дубняк, 
в светоловушку, 29-30.07.2021 – 1 экз.

Распространение. Ранее был известен 
только с территории Приморского края России 
[1]. В Хабаровском крае широко распространён 
на территории Среднего Приамурья, а также на 
северо-восточном склоне Сихотэ-Алиня. Мето-
па у собранных экземпляров вся светлая, с очень 
маленькими участками затемнения вдоль вну-
тренних краёв боковых килей в верхней части.

Kosalya fl avostrigata Distant, 1906
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: кордон Чирки, дубовый лес, 48º 11' 36" с. ш., 
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134º 41' 12" в. д., в светоловушку, 21-22.08.2023 — 
1 экз.; Бычиха, 48º 17' 56" с. ш., 134º 49' 18" в. д.,
на свет, 13-14.08.2023 – 1 экз., 16-17.08.2023 – 
1 экз., 22-23.08.2023 – 1 экз., 23-24.08.2023 – 
1 экз., 29-30.08.2023 – 2 экз.; Анюйский наци-
ональный парк: кордон Богбасу, пойменный 
лес, в светоловушку, 6-7.09.2022 – 1 экз.

Распространение. В России до сих пор 
приводился только из Приморского края; поми-
мо этого, встречается в Корее, Китае (Тайвань) 
и Индии [1]. В Приамурье найден впервые; в 
Большехехцирском заповеднике до 2023 г. не 
отмечался. Обладает характерной внешностью: 
крылья темно-коричневые, почти чёрные, а тело 
ярко оранжевое; среднеспинка с крупными 
чёрными пятнами.

Семейство Dictyophoridae – цикадки-но-
сатки

Saigona ussuriensis (Lethierry, 1878)
Материал. Большехехцирский заповед-

ник: Бычиха, 48º 17' 25-36" с. ш., 134º 49' 40-47" 
в. д., укос, 22.06.2018 – 1♂; Северо-Восточный 
Сихотэ-Алинь: Тумнинский заказник, кордон 
Абуа, 50º 00' 47-50" с. ш., 139º 56' 18-42" в. д., 
укос, 14.09.2018 – 1♂.

Распространение. На территории России 
отмечен в Амурской области и Приморском крае 
[1], а также на северо-востоке Китая (Гирин и 
Хэйлунцзян) и в Японии [4]. На территории 
Хабаровского края найден впервые, отмечен 
как в долине реки Амур, так и на северо-востоке 
Сихотэ-Алиня. Хорошо отличается светло-зелё-
ным цветом метопы.

Семейство Fulgoridae – фонарницы
Limois emelianovi Oshanin, 1908
Материал. Большехехцирский запо-

ведник: кордон Чирки, дубовый лес, 48º 11' 
36" с. ш., 134º 41' 12" в. д., в светоловушку, 
4-5.09.2007 – 4 экз., 16-17.09.2012 – 1♀; кор-
дон Чирки, пойменный лес, 48º 11' 07" с. ш., 
134º 41' 01" в.д., в светоловушку, 15-16.09.2014 
– 1♂; на свет, 16-17.09.2017 – 1♂, 25-26.08.2011 – 
1 экз.; близ устья ручья Куркуниха, дубовый 
лес у склона, 48º 12' 29" с. ш., 134º 40' 14" в. д., 
в светоловушку, 7-8.09.2023 – 4 экз.; Казаке-
вичево, 48º 16' 13" с. ш., 134º 45' 29" в. д., на 
свет, 1-2.09.2007 – 1 экз., 4-5.09.2007 – 1 экз. 
(Долгих), 20-21.09.2008 – 1 экз., 18-19.10.2009 
– 1♂; Бычиха, 48º 17' 56" с. ш., 134º 49' 18" в. д.,
на свет, 1-2.09.2005 – 1 экз., 22.08.2006 – 2 экз., 
31.08.2006 – 1 экз., 27-28.08.2020 – 1 экз., 
31.08-1.09.2021 – 2 экз., 27-28.09.2021 – 1 экз., 

30.09.2021 – 1 экз., 30-31.08.2022 – 1 экз., 31.08-
1.09.2022 – 1 экз., 1-2.09.2022 – 1 экз., 2-3.09.2022 
– 1 экз., 22-23.08.2023 – 1 экз., 23-24.08.2023 
– 1 экз., 24-25.08.2023 – 1 экз., 6-7.09.2023 – 
1 экз., 7-8.09.2023 – 1 экз., 11-12.-09.2023 – 
1 экз., 12-13.09.2023 – 2 экз., 13-14.09.2023 – 
1 экз., 18-19.09.2023 – 3 экз., 27-28.09.2023 – 
2 экз.; Бычиха, 48º 17' 55" с. ш., 134º 49' 20" в. д., 
в светоловушку, 12.09.2005 – 1 экз., 13.09.2005 
– 1 экз., 15.09.2005 – 1 экз., 18.09.2005 – 3 экз., 
20.09.2005 – 1 экз., 23.09.2005 – 1 экз., 1-2.10.2016 
– 1♂; окрестности Бычихи, 48º 17' 25-36" с. ш., 
134º 49' 40-47" в. д., укос, 20.08.2007 – 1 экз.; 
~2 км W пос.Чирки, лес S дороги, в светоло-
вушку, 16-17.09.2021 – 1 экз.; Болоньский 
заповедник: кордон Кирпу, 49º 30' с. ш., 
136º 02' в. д., поляна, на свет, 13-14.09.2016 
– 1 экз.; там же, рёлка, в светоловушку, 22-
23.08.2017 – 2 экз.; Анюйский национальный 
парк: кордон Кон, 49º 15' 26" с. ш., 136º 42' в. д., 
на свет, 6-7.09.2017 – 3 экз.; кордон Богбасу, 
49º 22' 39-29" с. ш., 137º 42' 43-51" в. д., на свет, 
13-14.09.2017 – 2 экз., там же, в светоловушку, 
6-7.09.2018 – 1 экз., 6-7.09.2022 – 3 экз.; доли-
на реки Анюй, кордон Нило, 49º 15' 08" с. ш., 
137º 16' 03" в. д., в светоловушку, 24-25.09.2020 – 
1 экз.; нижнее течение реки Амур: окрест-
ности г. Комсомольск-на-Амуре, Пивань, 
50º 31' с. ш., 137º 04' в. д., опушка леса, на свет, 
26-27.08.2009 – 2♂; там же, в светоловушку, 
27-28.08.2009 – 2♂.

Распространение. Ранее был известен 
только с юга Приморского края, Кореи и Китая 
[1]. На самом деле вид широко распространён 
по всей территории Среднего Приамурья до 
Комсомольского района включительно. Летит 
на свет с третьей декады августа до начала 
октября.
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Аннотация. Представлены результаты изучения адвентивного компонента банка семян острова Дубовая грива долины реки Волги в 
окрестностях города Саратова. В составе банка семян исследованных лесных сообществ зарегистрированы семена 12 видов адвентив-
ных растений. Все выявленные семена принадлежат видам растений, относящихся к одному отделу Magnoliophyta, 8 семействам и 12 
родам. Ведущую роль в таксономическом спектре адвентивных видов банка семян играет семейство Asteraceae (42 %). По отношению 
к экологическим режимам господствует мезофитная мезотрофная (63,6%) гелиофитная группировка растений. В основном встречают-
ся виды северо-американского происхождения (60%). Существенную роль играют травянистые однолетники (33% видов) и деревья 
(34%). Значительное влияние на состав семенных банков оказал непреднамеренный занос на данную территорию семян растений, 
являющихся «беженцами из культуры». Большинство адвентивных растений, представленных как вегетирующими особями, так и се-
менами, внедрились в естественные ценозы, а в некоторых случаях даже частично преобразовали их структуру, что связано с их репро-
дуктивным потенциалом и способностью конкурировать с представителями аборигенной флоры естественных местообитаний. На ис-
следованной территории выявлены очаги концентрации семян заносных растений в разных сообществах, сплошное размещение (Acer 
negundo, Bidens frondosa и Populus alba), дизъюнктивное (Fraxinus pennsylvanica, Parthenocissus quinquefolia, Echinocýstis lobáta, Impatiens 
glandulifera), спорадическое – Ambrosia trifida , Artemisia sieversiana, Crataegus sanguinea, Inula caspica и Ulmus pumila. С увеличением по-
емности увеличивается число адвентивных видов, представленных в банке семян, но уменьшается количество семян.
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Abstract. The paper presents the results of studying the adventive component of the seed bank of the Oak Mane Island of the Volga River Valley 
in the vicinity of the city of Saratov. Seeds of 12 species of adventitious plants were registered in the seed bank of the studied forest communi-
ties. All identifi ed seeds belong to plant species belonging to one department of Magnoliophyta, 8 families and 12 genera. The Asteraceae family 
plays a leading role in the taxonomic spectrum of adventitious seed bank species (42%). Mesophytic mesotrophic (63.6%) heliophytic grouping 
of plants dominates in relation to ecological regimes. Mostly there are species of North American origin (60%). Herbaceous annuals (33% of 
species) and trees (34%) play a signifi cant role. A signifi cant impact on the composition of seed banks was caused by the unintentional entry 
of seeds of plants that are “refugees from culture” into this territory. Most adventitious plants, represented by both vegetating individuals and 
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seeds, have penetrated into natural cenoses, and in some cases even partially transformed their structure, which is due to their reproductive 
potential and ability to compete with representatives of the native fl ora of natural habitats. In the studied area, foci of the concentration of seeds 
of drift plants in diff erent communities were revealed, in continuous placement (Acer negundo, Bidens frondosa and Populus alba), disjunctive 
(Fraxinus pennsylvanica, Parthenocissus quinquefolia, Echinocystis lobáta, Impatiens glandulifera), sporadic – Ambrosia trifida, Artemisia siever-
siana, Crataegus sanguinea, Inula caspica and Ulmus pumila. An  increase in the number of adventitious species presented in the seed bank was 
recorded, but the number of seeds decreased.
Keywords: seed bank, adventitious species, biodiversity, invasiveness
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Введение

Банк семян является совокупностью цено-
популяций растений в латентном состоянии, на-
ходящихся в почве, процессы формирования и 
функционирования которых находятся в тесном 
взаимодействии с остальными компонентами 
биогеоценоза. Свойство семян сохраняться в 
почве длительное время выработалось у опре-
деленной группы растений как приспособление 
для сохранения вида [1] и в условиях глобальной 
адвентизации естественного растительного 
покрова в значительной мере определяет раз-
витие флоры и растительности региона [2]. 
Процессы биологических инвазий являются 
одной из серьезнейших угроз стабильности и 
целостности лесных экосистем, ведут к утрате 
региональной специфики и служат источником 
их трансформации. Долины рек, вследствие 
высокой динамичности абиотических факто-
ров и естественной нестабильности экосистем, 
восприимчивы к адвентивным видам растений. 
Наиболее интенсивно инвазия адвентивных 
видов в долинах рек идет на территориях, 
подверженных антропогенной деятельности. 
Во многих регионах России ведется работа по 
изучению трансформированной флоры [3–9], 
так как формирование информационной базы 
данных адвентивных видов региона является 
основой для решения многих вопросов любых 
уровней организации живых организмов.

Последствия внедрения чужеродных видов 
растений разнообразны и трудно прогнозиру-
емы. Они могут приводить к существенным 
экологическим сдвигам в природных экосисте-
мах, вызывая обедне ние видового разнообразия 
аборигенной флоры, гибридизацию и появление 
более стойких инвазионных растений. Потен-
циал инвазибельности сообществ определяется 
сочетанием разных абиотических и биотиче-
ских барьеров, которым противопоставляется 
репродуктивный потенциал – один из признаков 

инвазивности внедряющегося вида. Формирова-
ние адвентивной фракции банка семян остров-
ных лесных фитоценозов проходит в условиях, 
присущих территории смен гидрологических 
условий. Знания о распространении семян 
чужеродных растений на территории островов 
долины реки Волги требуются для прогноза 
скорости и направлений иммиграции. 

В настоящее время все естественные лес-
ные фитоценозы в разной степени подвержены 
прямому или косвенному воздействию атропо-
генных факторов, что часто приводит к исчезно-
вению видов аборигенной флоры и способствует 
распространению адвентивных видов растений, 
составляющих конкуренцию аборигенным. Ча-
сто адвентивные виды растений присутствуют 
в сообществах только в виде жизнеспособных 
семян, которые в значительной мере определяют 
состав последующих фитоценозов, особенно 
при различного рода воздействиях. В связи с 
этим одной из главных задач сохранения фи-
торазнообразия является его инвентаризация, 
включающая в себя изучение банка семян ис-
следуемой территории, что позволит опреде-
лить направления дальнейшего преобразования 
растительного покрова островов реки Волги в 
условиях антропогенной нагрузки. 

Материалы и методы 

Исследование банка семян проводилось 
в лесных сообществах острова Дубовая грива 
долины реки Волги в окрестностях города Са-
ратова. Изучение качественного и количествен-
ного состава банка семян проводилось методом 
лабораторного проращивания [1]. В лесных 
сообществах было отобрано 130 образцов почв. 
Эти сообщества были детально исследованы и 
описаны. 

Номенклатура видов приведена по свод-
ке П. Ф. Маевского [10]. Анализ жизненных 
форм проводился по И. Г. Серебрякову [11]. 
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Распределение видов по ценоморфам и эко-
морфам и ботанико-географический анализ 
флоры приводится по сводке Н. М. Матвеева 
[12]. Виды сравнивались по способам заноса и 
степени натурализации [13, 14]. При таксации 
почв основным руководством была «Класси-
фикация и диагностика почв СССР» [15] с 
дополнениями и изменениями под редакцией 
В. А. Бол дырева [16].

Коэффициент сходства Серенсена (Ks ) рас-
считывался по формуле:

Ks = а + b
2c

,

где а – число видов в одной флоре, b – число 
видов в другой флоре, с – число видов, общих 
для двух флор.

Коэффициент таксономического сходства 
банков семян Брея–Кертиса (KB-C ) рассчиты-
вался по формуле:

KB–C =
2∑Nmin

Na + Nb
,

где Na – общая сумма количественных по-
казателей первой флоры, Nb – общая сумма 
количественных показателей, ∑NB-C – сумма 
наименьших значений количественных по-
казателей [17].

Результаты и их обсуждение

Исследованные пойменные лесные масси-
вы, приуроченные к аллювиальным почвам, 
имеют значительное распространение в районе 
исследования. Для острова характерны эколо-
го-генетические смены лесных сообществ, что 
напрямую связано с режимом увлажнения, 
мощностью аллювия и гранулометрическим 
составом почв. Дубравы расположены на по-
вышенных участках островов, затапливаемых 
на непродолжительное время, вязовники – на 
участках, затапливаемых на более длительное 
время, на территориях слабого и сильного под-
топления островов наблюдается постепенная 
смена дубовых и вязовых сообществ на бело-
тополевники. В данных сообществах сформи-
ровались аллювиальные (пойменные) почвы, 
характеризующиеся регулярным затоплением 
паводковыми водами и отложением на поверх-
ности почв свежих слоев аллювия. Прирусло-
вую часть островов занимают вязовники на 
аллювиальных слоистых суглинистых почвах 
и белотополевники на аллювиальных глеевых 
супесчаных почвах, центральную часть – ду-

бравы на аллювиальных суглинистых слоистых 
почвах [16]. В дубравах мощность почвенного 
горизонта максимальная, в осокорниках, бе-
лотополевниках и ивняках почвенный слой 
практически отсутствует. Мощность лесной 
подстилки велика в дубравах, в вязовниках 
подстилка выражена слабо, а в осокорниках и 
ивняках подстилки практически нет, на более 
возвышенных участках местами встречается 
дерновый войлок.

Во всех исследованных лесных фитоцено-
зах обнаружено незначительное число всходов и 
подроста деревьев (Fraxinus pennsylvanica, Ulmus 
glabra, Quercus robur, Acer negundo, Salix alba 
и Populus alba). Кустарниковый ярус наиболее 
представлен в дубравах и состоит из Crataegus 
sanguinea, Corylus avellana, Euonymus verrucosa и 
других. В вязовниках кустарники встречаются в 
меньшем количестве и представлены Rosa spino-
sissima, Rubus caesius. В остальных сообществах 
кустарниковый ярус отсутствует.

Изученные лесные сообщества характери-
зуются значительным видовым разнообразием 
(до 25 видов). Всего в фитоценозах обнаружено 
60 видов растений. Среди них встречаются ти-
пично лесные растения, например, Convallaria 
majalis, Stellaria holostea, Aristolochia clematitis, 
Rubus caesius, но в значительном количестве 
встречаются представители других ценоморф.

Всего в фитоценозах обнаружены семена 
27 видов растений. Почвенный запас жизнеспо-
собных семян дубрав включает максимальное 
большое количество семян (13600 шт./м2) – 
15 видов. Древесные виды представлены семе-
нами Acer negundo, Ulmus glabra,Quercus robus, 
Salix alba и Populus alba. Диаспоры Rubus caesius, 
Stellaria holostea и Equisetum arvense обнаруже-
ны во всех слоях почвы и являются местными. 
Семена Bidens tripartita и В. frondosa, Dryopteris 
cristata обнаружены в нижних слоях почвы в 
небольшом количестве и вероятнее всего яв-
ляются реликтовыми, так как взрослые особи 
не встречаются в травяном ярусе фитоценозов. 
В подстилке обнаружены семена Artemisia 
sieversiana, Stellaria holostea, Plantagо major и 
Mentha arvensis, которые являются местными. 
Почвенный банк семян дубрав содержит в своем 
составе семена видов растений, в основном не 
встречающихся в фитоценозах (Кs = 0,2).

Значительное число жизнеспособных семян 
обнаружено в вязовниках (11 видов, 11600 шт./м2) 
и в белотополевниках (13 видов, 11400 шт./м2). 
Древесные виды в вязовниках представлены 
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семенами Acer negundo, Ulmus glabra, U. pumila, 
Quercus robus, Fraxinus pennsylvanica, Salix alba 
и Populus alba, обнаруженными в подстилке. 
Семена Dryopteris cristata встречаются прак-
тически во всех слоях почвы, в нижних слоях 
почвы обнаружены диаспоры Aristolochia clema-
titis и Stellaria holostea, это дает возможность 
предположить, что данные семена являются 
реликтовыми. В верхних слоях почвы встреча-
ются местные семена Galium aparine, взрослые 
особи которого обнаружены в травяном ярусе 
сообщества. Видовой состав почвенного банка 
семян вязовников значительно отличается от 
видового состава фитоценозов (Кs = 0,1).

Древесные виды в белотополевниках 
представлены семенами Acer negundo,Ulmus 
glabra,Quercus robus, Salix alba, Populus alba и 

Fraxinus pennsylvanica. Существенное количе-
ство семян обнаружено в подстилке (Galium 
boreale, Sonchus arvensis, Polygonum dumetorum, 
Bidens tripatita, B. frondosa и Ranunculus repers). 
Семена Urtica dioica встречаются практически 
во всех слоях почвы, что связано со способно-
стью его семян не терять свою жизнеспособ-
ность в условиях повышенного увлажнения. Не-
большое число заносных семян Galium mollugo 
обнаружено в верхних слоях почвы. Видовой 
состав банка семян белотополевников в значи-
тельной мере отличается от видового состава 
фитоценоза (Кs = 0,1).

Исследованные фитоценозы характери-
зуются низкими значениями коэффициен-
та таксономического сходства Брея–Кертиса 
(таблица). 

Таксономическое сходство банков семян изученных фитоценозов
Table. Taxonomic similarity of seed banks of the studied phytocenoses

Фитоценоз 
Phytocenose

Дубравы
Oak forests

Вязовники
Elm forests

Белотополевники
White poplar forests

Дубравы / Oak forests 1

Вязовники / Elm forests 0,2 1

Белотополевники /
White poplar forests 0,07 0,05 1

Большее значение коэффициента таксоно-
мического сходства Брея –Кертиса характерно 
для дубрав и вязовников, а меньшее – для ду-
брав и белотополевников, что связано видовой 
специфичностью банка семян сообществ.

Адвентивная фракция семенного банка 
представлена семенами 12 видов, что состав-
ляет 44,4% от видов, обнаруженных в банке 
семян всех изученных фитоценозов. Все вы-
явленные семена принадлежат видам растений, 
относящихся к одному отделу Magnoliophyta, 
8 семействам и 12 родам. Ведущую роль в 
таксономическом спектре адвентивных видов 
банка семян играет семейство Asteraceae (42%), 
которое, по литературным данным, является 
основным поставщиком адвентивных видов 
во флоре региона, что связано с большой эко-
логической пластичностью и адаптационным 
потенциалом многих видов сложноцветных. 
Другие семейства Magnoliophyta представле-
ны одним видом, но следует отметить, что 
такие семейства, как Cucurbitaceae, Oleaceae и 
Vitaceae, слабо представлены как в абориген-
ной флоре области, так и в семенных банках 

лесных сообществ региона [18], что определяет 
специфику адвентивной фракции банков семян 
района исследования.

Почвенный запас жизнеспособных семян 
дубрав содержит наибольшее количество семян 
(3900 шт./м2) семи видов. Древесные виды пред-
ставлены семенами Acer negundo, Populus alba 
и Parthenocissus quinquefolia. Максимальным 
числом семян характеризуются Bidens frondosa 
(600 шт./м2) и Artemisia sieversiana (400 шт./м2), 
семена которых обнаружены в подстилке и сло-
ях почвы до 8 см. Семена Crataegus sanguinea, 
Bidens frondosa и Parthenocissus quinqufolia обна-
ружены и встречаются в незначительном коли-
честве, при этом их взрослые особи отсутствуют 
в изученных сообществах, но встречаются в 
других фитоценозах островного массива. 

В вязовниках также обнаружены семена ад-
вентивных видов растений (8 видов, 3100 шт./м2). 
Древесные виды представлены семенами Acer 
negundo, Ulmus pumila, Fraxinus pennsylvanica и 
Populus alba. Максимальным числом семян из 
адвентивной фракции характеризуется Bidens 
frondosa (400 шт./м2). Также встречаются в не-
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значительном количестве семена Echinocystis 
lobata, единично встречающегося в сообще-
ствах, и семена Ambrosia trifi da, взрослые осо-
би которой не обнаружены в сообществе, но 
встречаются на открытых участках острова. 
Impatiens glandulifera обнаружена на острове 
только в виде жизнеспособных семян.

В тополевниках обнаружены живые се-
мена восьми адвентивных видов растений 
(2800 шт./м2). Древесные виды представлены 
семенами Acer negundo, Populus alba, Fraxinus 

pennsylvanica и Parthenocissus quinquefolia. 
Наибольшее количество семян Bidens frondosa 
(500 шт./м2) обнаружено в верхних слоях почвы 
до 2 см. В незначительном количестве в разных 
слоях почвы выявлены семена местного для 
данных сообществ вида Echinocystis lobata и за-
носных на территорию острова видов Impatiens 
glandulifera и Inula caspicа. 

Наибольшим числом адвентивных видов 
характеризуется семенной банк вязовников 
(рисунок).

В спектре жизненных форм присутствуют 
все основные жизненные формы, а значитель-
ную роль играют травянистые растения (50%): 
однолетники – 33% видов и многолетники – 
17%. Высокий удельный вес однолетних трав 
объясняется тем, что большая часть однолетни-
ков по своей стратегии являются эксплерента-
ми, для которых характерен захват новых тер-
риторий. Семена древесных жизненных форм 
составляют 42%, при этом деревья составляют 
34% от семян адвентивных видов и представ-
лены в основном «беженцами из культуры». 
Древесные лианы отсутствуют в аборигенной 
флоре и банках семян лесных фитоценозов, но 
на островах семена Parthenocissus quinquefolia 
встречаются в большинстве изученных фито-
ценозов в значительном количестве. 

Экологическая структура адвентивной фрак-
ции банка семян диктуется условиями среды. По 
отношению к режиму почвенного увлажнения 
доминирует мезофитная экологическая группа 
(67%), которая представлена мезофитами – 42%, 
гигромезофитами – 25%, что соответствует 
зонально-региональным особенностям иссле-
дуемой территории, а также её экотопической 
характеристике. На втором месте рас полагаются 

растения сырых местообитаний – 25%. Распре-
деление видов в адвентивной и аборигенной 
фракциях банка семян совпадает с распреде-
лением видов по экологическим группам ис-
следованных фитоценозов в целом. 

По отношению к богатству почв на первом 
месте находятся мезотрофы – растения, разви-
вающиеся на почвах со средним содержанием 
питательных веществ (50%), достаточно много 
мегатрофов и эвтрофов, что связано с почвен-
ными условиями района исследования.

В инвазионной фракции флоры преоб-
ладают растения открытых и полуоткрытых 
местообитаний (92%), что является следствием 
осветленности древостоя и образованием полян. 

Из семян растений, естественный ареал ко-
торых далек от Волжского бассейна, встречают-
ся Acer negundo, Bidens frondosa, Ambrosia trifi da, 
Echinocystis lobata – виды северо-американского 
происхождения (60 %). Прослеживается также 
значительная доля азиатских видов (24%): Im-
patiens glandulifera, Populus alba и Ulmus pumila. 
Из адвентивных видов, распространившихся из 
географически близких регионов, в семенном 
банке обнаружены семена Inula caspica, зане-
сенного с южных территорий.

О. Н. Торгашкова и др. Адвентивный компонент банка семян некоторых лесных сообществ 

Представленность адвентивных видов в семенных банках фитоценозов, %
Fig. The representation of adventitious species in the seed banks of phytocenoses, %
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Пространственно-временной аспект изуче-
ния инвазионной фракции почвенного запаса 
семян отражает степень ее натурализации. По 
способу иммиграции в банке семян встреча-
ются ксенофиты (25%) и эргазиофиты (75%). 
Преобладание семян агриофитов (83%) над 
эпекофитами говорит о том, что большинство 
адвентивных растений внедрились в есте-
ственные ценозы и продолжают расселяться, 
что связано с их репродуктивным потенциалом 
и способностью конкурировать с предста-
вителями аборигенной флоры естественных 
местообитаний. Тем не менее, доля эпекофитов 
представлена в семенных банках, а некоторые 
из них, например, Ambrosia trifi da, также проч-
но вошли в состав некоторых естественных 
фитоценозов и частично преобразовали их 
структуру.

Анализ пространственного размещения 
инвазионной фракции банка семян на иссле-
дованной территории выявил очаги концентра-
ции заносных растений в разных сообществах. 
Для одних видов, встречающихся в семенных 
банках всех фитоценозов, характерно сплош-
ное размещение (Acer negundo, Bidens frondosa 
и Populus alba), для других – дизъюнктивное 
(Fraxinus pennsylvanica, Parthenocissus quinque-
folia, Echinocystis lobata, Impatiens glandulifera). 
Спорадическое пространственное размещение 
в лесных сообществах характерно для Ambrosia 
trifida, Artemisia sieversiana, Crataegus sanguine, 
Inula caspica и Ulmus pumila. Следует отметить, 
что с увеличением поемности дубрав, вязовни-
ков и белотополевников увеличивается число 
адвентивных видов, представленных в банке 
семян, которое состав ляет соответственно 
44, 62 и 67%, но уменьшается количество 
семян – 28, 26 и 24% от общего количества 
семян в сообществах. Максимальным количе-
ством семян заносных видов характеризуются 
дубравы, расположеные на незатапливаемой 
территории, а максимальным числом видов – 
лесные фитоценозы, затапливаемые на непро-
должительное время.

Следовательно, адвентивный компонент 
банка семян исследованных лесных сооб-
ществ острова Дубовая грива представлен 
12 видами растений. Значительное влияние 
на качественный и количественный состав 
семенных банков оказал непреднамеренный 
занос на данную территорию семян разных 
видов растений, при этом существенную роль 
играют травянистые однолетники (33% видов) 

и деревья (34%), представленные в главным об-
разом «беженцами из культуры». В основном 
встречаются виды северо-американского про-
исхождения (60%). Большинство адвентивных 
растений, представленных как вегетирующи-
ми особями, так и семенами, внедрились в 
естественные ценозы, а в некоторых случаях 
даже частично преобразовали их структуру. 
Анализ и выявление закономерностей фор-
мирования банка семян адвентивных видов 
растений отражают динамику преобразования 
всей флоры исследованной территории. С це-
лью повышения точности прогнозов измене-
ния видового состава сообществ необходимо 
вести систематический мониторинг формиро-
вания и реализации банка семян инвазионных 
растений и, особенно, семян видов-средообра-
зователей.
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Аннотация. Рассматриваются стадии рекреационной дигрессии различных биогеоценозов в Широковском участковом лесничестве 
Национального парка «Бузулукский бор» и особенности радиального прироста сосны обыкновенной как доминантного древостоя. 
Целью работы был сравнительный анализ реакции деревьев сосны обыкновенной в зоне активной рекреации и на ненарушенных 
участках. Отмечалось наличие или отсутствие подроста, подлеска, определялось проективное покрытие и преобладание растений-
индикаторов. На временных пробных площадях проводился подеревный перечет с выведением усредненных данных. С помощью 
тепловизора Flir i7 определялось наличие или отсутствие, а также локализация стволовых и корневых гнилей сосны от губки. Отмечено 
уменьшение общего проективного покрытия живого напочвенного покрова и количества лесных видов, увеличение количества злако-
вых видов по мере увеличения рекреационной дигрессии. С усилением рекреации исчезает подрост и подлесок. Отмечено, что с уве-
личением стадий дигрессии появляется однообразность видового состава подлеска, снижается плотность и высота лесной подстилки, 
увеличивается количество деревьев, зараженных гнилями и заселенных стволовыми вредителями (черный сосновый усач, сосновые 
лубоеды, шестизубый короед, вершинный короед). Изменения всех компонентов биогеоценоза приводят к потере устойчивости лесно-
го фитоценоза в целом. Даже простое пребывание большого количества людей в лесу приводит к деградации растительных сообществ.
Ключевые слова: рекреация, рекреационная дигрессия, проективное покрытие, радиальный прирост, сосна обыкновенная, 
тепловизор
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Abstract. The article deals with the stages of recreational digression of diff erent biogeocenoses in the Shirokovsky district forestry of the 
National Park “Buzuluksky Bor” and the peculiarities of radial growth of the common pine as a dominant stand. The aim of the work was to 
analyze the comparative response of the common pine trees in the zone of active recreation and in undisturbed areas. The presence or absence 
of undergrowth, understorey, projective cover and dominance of indicator plants were noted. Sub-tree enumeration with averaged data 
was carried out on temporary sample plots. Using a Flir i7 thermal imager, the presence or absence and localization of stem and root rots of 
pine from sponges were determined. A decrease in the total projective cover of the living ground cover and the number of forest species was 
observed, with an increase in the number of cereal species as recreational digression increased. As recreation intensifi es, undergrowth and 
understorey disappears. It was noted that with increasing stages of digression the monotony of undergrowth species composition appears, 
the density and height of forest litter decreases, the number of trees infected with rots and infested with stem pests (black pine moustache, 
pine bark beetles, six-toothed bark beetle, apex bark beetle) increases. Changes in all components of biogeocenosis lead to loss of stability 
of forest phytocenosis as a whole. Even a simple stay of a large number of people in the forest leads to degradation of plant communities.
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Введение

В формировании радиального прироста 
стволовой древесины древесных растений 
принимают участие геномный состав каждого 
растения и комплекс абиотических факторов, 
которые, в свою очередь, не влияют на реальную 
изменчивость прироста [1, 2]. Лесной фитоценоз, 
а именно проявляемая в нем конкуренция, вли-
яет прямо и косвенно на значения радиального 
прироста. Малейшие изменения в абиотической 
среде могут оказать воздействие на ширину 
годичного кольца, процентное соотношение 
ранней и поздней древесины. Особенно сильно 
на радиальный прирост влияют возраст дерева, 
динамика гидротермического коэффициента 
увлажнения Селянинова (ГТК) вегетационного 
периода, температура и ее отклонения от сред-
ней многолетней, влажность воздуха, солнечная 
активность [3]. Изменчивость радиального 
прироста под воздействием данных факторов 
лежит в основе дендрохронологических и ден-
дроклиматических исследований [4]. Часто в 
лесных массивах особо охраняемых природных 
территорий вне экологических троп отсутствует 
оборудованная дорожно-тропиночная сеть, осо-
бенно вблизи населенных пунктов. Население, 
туристы натаптывают свои дорожки, где про-
исходит уплотнение и нарушение обменных 
процессов в почвах [5–9]. На уплотненных по-
чвах значительно снижается дыхательный ко-
эффициент, возрастает интенсивность дыхания 
почв с повышением их влажности [10]. Также 
уплотнение поверхности почвы в корнеобита-
емом слое приводит к анаэробным условиям, 
особенно в периоды сильного увлажнения и 

глубокого промерзания почвы [6]. Если рекре-
ационная нагрузка избыточна, то это может 
привести к уничтожению подстилки и напо-
чвенного покрова, подлеска, подроста и кустар-
никового ярусов [11]. В результате уплотнения 
почвы возможно повреждение или угнетение 
корневых систем древесных растений, что ведет 
к изреживанию крон, суховершинности, резко-
му падению годичного прироста и массовому 
усыханию деревьев [12], к появлению инвазии 
насекомых-вредителей и возбудителей заболе-
ваний, к уменьшению устойчивости, особенно 
к абиотическим факторам [13, 14,]. Уплотнение 
почвы ухудшает условия водно-минераль-
ного питания дерева, что сильно отражается 
на его росте, снижается прирост по высоте и 
диаметру. Известно, что реакция древостоя 
на рекреационное воздействие проявляется 
позднее, чем других ярусов растительности [15, 
16]. При рекреационных нагрузках больших 
стадий рекреационной дигрессии наблюдается 
снижение радиального прироста деревьев [17, 
18]. С увеличением рекреационной нагрузки 
изменяется возрастная структура древостоев, 
происходит смещение возрастной структуры в 
сторону молодых [19, 20].

Материалы и методы

Исследование было проведено в период 
с 30 июня по 2 июля 2023 г., включало срав-
нительный анализ реакции деревьев сосны 
обыкновенной в зоне активной рекреации 
и на ненарушенных участках. Степень ре-
креационной нагрузки определялась пятью 
стадиями рекреационной дигрессии, которые 
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соответствуют различным этапам трансфор-
маций биоценозов [15, 21, 22]. Отмечалось 
наличие или отсутствие подроста, подлеска, 
определялось проективное покрытие и преоб-
ладание растений-индикаторов. Временные 
пробные площади (8 штук) были заложены на 
территории Широковского участкового лес-
ничества Национального парка «Бузулукский 
бор», в каждой из них проводился подеревный 
перечет с выведением усредненных данных. 
ВПП №1 – кв. 76, ВПП №2 – кв. 77. Зона сред-
ней рекреации. ВПП №3 – кв. 45, ВПП № 4 – 
кв. 52. Зона сильной рекреации. ВПП № 5 – 
кв. 74, ВПП № 6 – кв. 89. Зона умеренной ре-
креации. ВПП № 7 – кв. 90, ВПП № 8 – кв. 91. 

Зона особо охраняемая, отсутствие рекреации. 
С помощью тепловизора Flir i7 определялось 
наличие или отсутствие, а также локализация 
стволовых и корневых гнилей сосны от губки. 

Результаты и их обсуждение

Временные пробные площади (ВПП) 1 и 2. 
Сосняк травяно-мшистый (СТМ). Хозяйствен-
ная зона Национального парка. Зона средней 
рекреации. Очаг корневой губки слабой степе-
ни. Возраст 40 лет. Полнота 0,5. Подлесок – вяз 
гладкий, дуб черешчатый, клен ясенелист-
ный, подрост – сосна обыкновенная – редко 
(табл. 1). 

Таблица 1 / Table 1
Характеристика биогеоценоза (средние данные)

Characterization of biogeocenosis (average data)

№ ВПП / 
No. 

temporary 
sample area

Высота, м / 
Height, m

Диаметр, 
см / 

Diameter, cm

Освещенность, 
тыс. лк / 

Illumination, 
th. lux

Температура 
поверхности 
почвы, °С / 
Soil surface 

temperature, °С

Проективное 
покрытие, % / 

Projective 
coverage, %

Рекреацион-
ная дигрессия, 

стадия / 
Recreational 

digression, stage

1 21 18 370 23,5 60 III

2 18 16 487 24,5 65 III

3 17 19 1000 30,4 45 IV

4 19 27 450 26 35 IV

5 14 22 796 18,7 70 II

6 17 21 248 21,6 75 II

7 21 16 720 24,8 90 I

8 24 14 94 19,7 95 I

На ВПП 1 и 2 обнаружен очаг корневой 
губки, вызываемой грибом Heterobasidion 
annosum (Fr. ) Bref. Локализация гнили пока-
зана на рис. 1.

Временные пробные площади 3 и 4. Сосняк 
лишайниково-мшистый (СЛМ). Хозяйствен-
ная зона Национального парка. Зона сильной 
рекреации – вблизи поселка Елшанский. Очаг 
корневой и стволовой губки сильной степени. 
Возраст 50 лет. Полнота 0,4. Подрост – единич-
но сосна обыкновенная. Подлесок отсутствует 
(см. табл. 1). 

На ВПП 3 и 4 обнаружен очаг корневой 
губки, вызываемой грибом Heterobasidion 
annosum (Fr. ) Bref., и стволовой губки Phelli-
nus pini (Fr.) Pil. Локализация гнили показана 
на рис. 2.

Рис. 1. Расположение корневой гнили в стволе со-
сны обыкновенной в сосняке травяно-мшистом 

(ВПП №1) (цвет онлайн)
Fig. 1. Location of root rot in the trunk of common 
pine in the grass-mossy pine forest (temporary 

sample area No.1) (color online)
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Временные пробные площади 5 и 6. Сосняк 
ложно-травяной (СЛТ). Зона умеренной рекреа-
ции, Рекреационная зона Национального парка. 
Возраст 55 лет. Полнота 0,1. Подлесок береза 
бородавчатая, жимолость татарская, крушина 
ломкая, черемуха обыкновенная, подрост – со-
сна обыкновенная (см. табл. 1). 

Временные пробные площади 7 и 8. Сосняк 
ложно-травяной (СЛТ).  Зона отсутствия ре-
креации. Возраст 40 лет. Полнота 0,7. Подлесок 

– вяз гладкий, черемуха обыкновенная, клен 
татарский, яблоня лесная, бересклет бородав-
чатый. Подрост – сосна обыкновенная, обилен 
(см. табл. 1). 

Наименьший средний радиальный прирост 
наблюдается в сосняке лишайниково-мшистом, 
где стадия рекреационной дигрессии составляет 
IV, наибольший – в сосняке ложно-травяном, 
где рекреационная дигрессия I или II стадии 
(табл. 2).

Рис. 2. Расположение гнилей сосны обыкновенной в сосняке лишайниково-мшистом (ВПП № 4): 
а – в стволе; б – в корнях (цвет онлайн)

Fig. 2. Location of rots of common pine in lichen-mossy pine forest (temporary sample area No. 4): 
a – in trunk; b – in roots (color online)

а /a б/b

Таблица 2 / Table 2
Радиальный прирост сосны обыкновенной при различных стадиях рекреационной дигрессии

Radial growth of common pine at different stages of recreational digression

№ ВПП / 
No. 

temporary 
sample area

Диаметр, 
см / 

Diameter, 
cm

Возраст, 
лет / 

Age, years

Прирост за 5 лет 
в среднем, мм / 

Growth 
over 5 years 

on average, mm

Прирост 
за последние 

5 лет, мм / 
Increase over the 
last 5 years, mm

Средний 
прирост, мм / 

Average growth, 
mm

Рекреационная 
дигрессия, 
стадия / 

Recreational 
digression, stage

1 СТМ / 
MGPF 17,5 40 3,31±0,09 2,84±0,02 3,08±0,01 III

2 СТМ / 
MGPF 15,8 30 3,12±0,07 4,0±0,05 3,56±0,01 III

3 СЛМ / 
LMPF 18,6 50 2,11±0,08 1,61±0,01 1,86±0,02 IV

4 СЛМ / 
LMPF 26,5 50 1,68±0,02 3,25±0,03 2,47±0,02 IV

5 СЛТ / 
FGPF 21,7 55 5,25±0,10 2,03±0,01 3,64±0,01 II

6 СЛТ / 
FGPF 21,0 55 4,95±0,09 3,98±0,04 4,47±0,01 II

7 СЛТ / 
FGPF 15,4 40 5,24±0,12 3,9±0,04 4,57±0,02 I

8 СЛТ / 
FGPF 13,5 40 4,31±0,11 3,31±0,03 3,81±0,01 I
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Наиболее тяжелые условия для развития 
и возобновления сосны имеются в тех участ-
ках, которые подвержены сильной рекреации. 
Стволы сосен корявы, часто искривлены, 
плохо очищены от сучьев. В окнах имеется 
редкий и обычно чахлый подрост, естествен-
ное возобновление идет очень медленно. Под-

лесок или не развит, или отсутствует. Есть 
признаки заражения заболеваниями, особенно 
гнилевыми. Сосны часто заселены черным со-
сновым усачом Monochamus galloprovincialis 
Oliv. Живой напочвенный покров сильно 
поврежден, вытоптан, местами отсутствует 
(рис. 3). 

Рис. 3. Средний радиальный прирост сосны обыкновенной и проективное покрытие 
в зависимости от стадий рекреационной дигрессии

Fig. 3. Average radial growth of common pine and projective cover depending on the stages 
of recreational digression

На участках, где рекреация умеренная 
или отсутствует, условия для развития сосны 
значительно лучше. Самосев сосны, появляю-
щийся в большом количестве, но под сомкну-
тым пологом гибнет и сохраняется лишь в виде 
единичных, очень угнетенных деревьев, зато 
в окнах развивается хорошо, образуя густые 
благонадежные группы подроста. 

В почве ВПП № 3 и 4 произошло уплотне-
ние поверхностных горизонтов по сравнению с 
ВПП № 7 и 8 более чем в 20 раз. Отмечено умень-
шение запаса подстилки: в IV стадии она отсут-
ствовала, в I, II и III стадиях она составляет 2,5, 
2,0 и 0,5 см соответственно. Общее проективное 
покрытие живого напочвенного покрова и ко-
личество лесных видов в покрове уменьшается, 
а количество злаковых видов увеличивается с 
увеличением стадий рекреационной дигрессии. 
В подлеске отмечается некоторое однообразие 
видов, но при высоких стадиях рекреационной 
дигрессии подлесок отсутствовал. 

На участках с III и IV стадиями дигрессии 
заметно увеличивалось количество деревьев, 
зараженных гнилями и заселенных стволо-

выми вредителями (черный сосновый усач 
Monochamus galloprovincialis Oliv., сосновые лу-
боеды Tomicus piniperda L. и Blastophagus minor 
Hart., шестизубый короед Ips sexdentatus Born. 
Отмечен вершинный короед Ips acuminatus 
Gyll., хотя на ВПП с I и II стадиями рекреа-
ционной дигрессии в сосновом древостое он 
не встречался. В малопосещаемых участках 
леса тропы составляют не более 5% площади, 
вблизи поселков – 25%, а в непосредственной 
близости к жилым домам поселков националь-
ного парка – до 75%.

Изменения всех компонентов биогеоцено-
за приводят к потере устойчивости не только 
лесной фитоценоз в целом, но более опасны 
для каждого отдельного дерева. В результате 
вытаптывания увеличивается твердость по-
чвы, ухудшается питание корней, изменение 
влажностного и температурного режимов по-
чвы, нарушается скважинность. Значительно 
снижается количество почвенной макро- и 
микробиоты. Это влечет за собой нарушения 
почвенного питания растений и обеспечения 
водой, корни начинают занимать несвойст-
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венное месторасположение. Вблизи поселка 
Елшанский нами отмечены существенные 
выходы корней над поверхностью почвы и, 
как следствие, дальнейшее их повреждение. 
На сильно измененных рекреацией участках 
сначала уменьшается количество подроста 
и подлеска, затем при ухудшении ситуации 
прекращается самовозобновление древостоя. 
По мере нарастания поврежденных рекреацией 
участков в сосновом древостое снижается при-
рост, деревья начинают суховершинить. Про-
стое пребывание большого количества людей 
в лесу приводит к деградации растительных 
сообществ.

Заключение

Радиальный прирост деревьев не всегда 
может быть использован как оценочный кри-
терий степени деградации территории под 
влиянием рекреации. Кроме рекреации не-
обходимо учитывать особенности вегетации 
сосны обыкновенной в отдельные годы, напри-
мер, при высоких значениях ГТК и в периоды 
засух. Участки с IV степенью рекреационной 
дигрессии имеют ухудшение жизненного со-
стояния основного яруса древостоя, вызываю-
щее снижение радиального прироста. Интен-
сивное физическое испарение с поверхности 
почвы на фоне засухи в период формирования 
годичных колец (май–июнь) обусловливает 
потери почвенной влаги, что сопровождается 
явлением выпадающих колец, хорошо фикси-
руемым в древесно-кольцевых хронологиях. 
Поскольку климат территории исследования 
характеризуется повторяющимися засухами, 
можно предположить, что наиболее опасным 
для жизненного состояния сосновых древо-
стоев может быть синергетический эффект от 
влияния повторяющихся засух на фоне возрас-
тающей рекреационной нагрузки.
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