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Учитывая способность 1,5-дикарбонильных соединений пре-
вращаться в присутствии аммиака, мочевины и их производных в 
N-содержащие гетероциклические соединения [1–3], нами впервые 
изучена возможность циклизации 2-пентен- и пентан-1,5-дионов, 
их дигалогензамещенных аналогов 1-5 с тиоамидами карбоновых 
кислот. 

Круг выбранных нами 1,5-дикетонов подразделяется на α,β-
непредельные 1а,б, 3 и насыщенные 2а,б, 4, 5а,б, хлор- и бромзаме-
щенные аналоги, отличающиеся природой заместителей в арильном 
фрагменте и характером оксогрупп.
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 Располагая разработанными ранее [4] метода-
ми синтеза пентен-, пентан-1,5-дионов, их дихлор- 
и дибромзамещенных аналогов, используя различ-
ные реакционные центры указанных субстратов: 
карбонильную функцию, α,β-непредельный 
кетонный фрагмент, α-галогенкарбонильный 
центр, осуществлены превращения с тиоацета-
мидом. 

Нами установлено, что циклизации пентендио-
нов 1а,б под действием тиоацетамида в отсутствии 
катализатора не происходит, а имеет место конден-
сация при участии оксофункции, свободной от со-
пряжения, с образованием продуктов 6а,б – 5-оксо-
1,3,5-трифенил- и 5-оксо-3(4-метоксифенил)-1,5-
дифенилпент-3-енилидентиоацетамидов с выходом 
80 и 63% соответственно. 

В результате превращения арилзамещенных 
пентандионов 2а,б с тиоацетамидом были вы-
делены продукты гетероциклизации при участии 

пропанонильного фрагмента – замещенные 
4,5-дигидротиазолы 7а,б с выходом 68 и 73% со-
ответственно.
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Установлено, что взаимодействие дихлор-
дикетонов с тиоацетамидом завершается обра-
зованием продуктов конденсации при участии 
карбонильной функции и галогена в α-положении. 
Однако, учитывая различную подвижность гало-
гена при атоме углерода в sp2-гибридизации в ди-

хлорпентендионе 3, sp3-гибридизации в дихлор-4 
и дибромпентандионах 5а,б, выделены моно-8,9а 
либо бисметиларилтиазолы 10а,б.

При взаимодействии 1,3,5-трифенил-2,4-
дихлор-2-пентен-1,5-диона 3 с тиоацетамидом 
был получен продукт 8.
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Показано, что в реакциях с α-галогенкетонами 
тиоацетамид, участвуя в иминотиольной форме, 
приводит к гетероциклизации [5–7], образуя 
тиазолы. Обнаружено, что при взаимодейст-
вии дихлорпентен-3 и пентан-(4)-1,5-дионов 
с тио ацетамидом в соотношении субстрат : 
реагент = 1 : 2 возникают замещенные тиазолы: 
3-(2-метил- 4-фенилтиазол-5-ил)-2-хлоро-1,3-

ди фенил про пенон 8 и ди-(2-метил-4-фенилтиа -
золил-5)-фенилметан 10а.

Галоген при кратной С=С связи и в реакции 
с тиоацетамидом по-прежнему остается неактив-
ным вне зависимости от соотношения реагентов. 

В зависимости от соотношения субстрат : 
реагент реакция дихлорпентандиона 4 протекает 
с образованием продуктов 9а и 10а.
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Превращения  дибромпентандионов 
5а,б с тиоацетамидом проходят аналогич-
но взаимодействию с ним 1,3,5-трифенил-
2,4-дихлорпентан-1,5-диона 4, при участии 

двух α-галогенкарбонильных фрагментов, 
давая биспродукты - 4-((4-арил)(2-метил-5-
фенилтиазол-4-ил)метил)-2-метил-5-енил-
тиазолы 10а,б. 

В отличие от дигалогенпентандионов 4,5а,б, 
образующих бистиазолы 10а,б с тиоацетамидом, 
при нагревании 2,4-дихлор-1,3,5-трифенил-2-
пентен-1,5-диона 3 с последним в п-ксилоле 
биспродукт не образуется; возникает тиазол 8. 
α,β-Непредельный фрагмент или малоподвижный 
атом хлора при двойной связи не принимают 
участия в реакции с тиоацетамидом; дезактиви-
рованная атомом хлора кратная связь в противо-

положность таковой в рассмотренных выше 
незамещенных аналогах нереакционноспособна.

Строение продуктов установлено на основа-
нии данных ЯМР- и ИК-спектроскопии.

В спектре ЯМР 1Н бистиазола 10а,б при-
сутствуют мультиплеты ароматических прото-
нов при δ 7,32–6,52 м.д. и метинового Н3 при δ 
4,99–4,93 м.д., сигналы метильных протонов при 
δ 2,04 и 2,47 м.д. (таблица). 
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В спектре ЯМР 13С соединения 10а име-
ются сигналы при δ 170,83 (С2), 136,75 (С4), 
134,06 (С5) м.д. тиазольного цикла [8], 132,24–
127,52 м.д. (атомы углерода бензольных колец, 
19,57 м.д и 57,23 м.д. углеродов метильных групп.

В ИК-спектрах 5-оксопентенилидентио-
ацетамидов 6а,б в области поглощения оксо-
групп сохраняются только полосы в области 
с ν 1683–1684 см-1, относящиеся к колебанию 
связей С=О групп, сопряженных с С=С (1648–
1646 см-1) связью и фенильным фрагментом. 
Появление полос в области 1676–1650 (C=N) и 
1512–1482 см-1 (C=S) свидетельствует об участии 
свободного карбонила в превращении с тиоа-
цетамидом. Напротив, в дигидротиазолах 7а,б 
сохраняются полосы свободного от сопряжения 
карбонила (1728–1726 см-1) и имеются полосы 
при 1586–1580 см-1 (С=N), 1262–1210 см-1 (C-S) 
дигидротиазольного цикла [9]. Набор полос в 
области 1675–1660см-1 (C=C), 1560–1552 см-1 
(C=N) и 1285–1190 см-1 (C-S) в спектрах со-
единений 8,9а,б,10а,б указывает на присутствие 
тиазольного цикла в их структуре [10]. 

Реакция α-галоген-1,5-дикетонов с тиоацета-
мидом представляет интерес как удобный метод 
синтеза ранее труднодоступных замещенных 
тиазолов.

Синтез субстратов 1а,б, 2а,б, 3, 4, 5а,б 
описан ранее [4]. Строение синтезированных 
соединений подтверждено данными ИК и 
ЯМР 1Н- и 13С-спектроскопии. 1H и 13C ЯМР- 
спектры зарегистрированы на приборе Bruker 
MSL-400. ИК-спектры записаны на спектрометре 
Specord M-80.

Контроль за ходом реакций и индивиду-
альностью выделенных соединений осущест-
влялся методом тонкослойной хроматогра-
фии на пластинках Silufol UV-254 (элюент-
гексан:эфир:хлороформ=4:1:1).

Общая методика проведения реакции ди-
кетонов 1а,б, 2а,б,3,4,5а,б с тиоацетамидом за-
ключается в следующем: в круглодонную колбу 
ёмкостью 50 мл помещают раствор 0,025 моль 
дикетона в 20 мл растворителя, 0,025–0,05 моль 
тиоацетамида. Смесь нагревают. Выпавшие кри-
сталлы отфильтровывают, сушат. 

5-оксо-1,3,5-трифенилпент-3-енил-
идентиоацетамид (6а). Раствор 8,2 г (0,025 
моль) 1,3,5-трифенил-2-пентен-1,5-диона (1а) 
в 20 мл абсолютного этилового спирта, 1,9 г 
(0,025 моль) тиоацетамида кипятят в течение 
9,5 часов. Кристаллический продукт отделяют, 
промывают этиловым спиртом, сушат. Выход 
7,6 г (80%), бесцветные кристаллы, т.пл. 92–93ºС
(этанол). Найдено, %: С-78.6, Н-5.3, N-3.6, S-8.2. 
С25Н21NОS. Вычислено, %: С-78.3, Н-5.5, N-3.7, 
S-8.4. ИК-спектр, ν, см-1: 1683 (С=О), 1648 (С=С), 
1676 (C=N), 1512 (C=S). 

5-оксо-3(4-метоксифенил)-1,5-дифенил-
пент-3-енилидентиоацет-амид (6б). Рас-
твор  8,9 г  (0,025 моль) 1,5-дифенил-3(4-
метоксифенил)-2-пентен-1,5-диона  (1б) в 
20 мл абсолютного этилового спирта, 1,9 г 
(0,025 моль) тиоацетамида кипятят в течение 
32,5 часов. Кристаллический продукт отделяют, 
промывают этиловым спиртом, сушат. Выход 
6,3 г (63%), бесцветные кристаллы, т.пл.182–
183ºС (этанол). Найдено, %: С- 74.6, Н-5.3, N-3.6, 

Условия реакций  (галоген)арилзамещенных пентан-, 2-пентен-1,5-дионов с тиоацетамидом 
при кипячении и характеристики продуктов 

№ 
соединения Растворитель Соотношение 

реагентов Время реакции №
продукта Выход, % Тпл ,°С

(растворитель)

1а EtOH(абс) 1:1 9,5 ч 6а 80 92–93(EtOH)

1б EtOH(абс) 1:1 32,5 ч 6б 63 182–183(EtOH)

2а п-ксилол 1:1 20 мин 7а 68 89–90(i-PrOH)

2б п-ксилол 1:1 35 мин 7б 73 98–100(i-PrOH)

3 п-ксилол
1:1 1,5 ч 8 74 106–107(i-PrOH)

1:2 1,5 ч 8 81 –

4 п-ксилол 1:1 1,5 ч 9а 60 118–119(i-PrOH)

4 п-ксилол 1:2 1,5 ч 10а 54 123–124(i-PrOH)

5а п-ксилол 1:2 1,5 ч 10а 80 –

5б п-ксилол 1:2 40 мин 10б 61 106–108(i-PrOH)

Н. В. Пчелинцева и др. Превращения 2-пентен-, пентан-1,5-дионов 
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S-8.2. С25Н23NО2S. Вычислено, %: С-74.8, Н-5.7, 
N-3.5, S-8.0. ИК-спектр, ν, см-1: 1684 (С=О), 1646 
(С=С), 1650 (C=N), 1482 (C=S). 

2-метил-4-фенил-5(1,3-дифенилпропанон-
3-ил)-4,5-дигидротиазол (7а). Раствор 8,2 г 
(0,025 моль) 1,3,5-трифенилпентан-1,5-диона 
(2а) в 20 мл п-ксилола, 1,9 г (0,025 моль) тиоа-
цетамида кипятят в течение 20 мин. Кристалли-
ческий продукт отделяют, промывают этиловым 
спиртом, сушат. Выход 6,6 г (68%), бесцветные 
кристаллы, т.пл.89-90ºС (пропанол-2). Найде-
но, %: С- 78.1, Н-5.9, N-3.5, S-8.4. С25Н23NОS. 
Вычислено, %: С-77.9, Н-6.0, N-3.6, S-8.3. ИК- 
спектр, ν, см-1: 1728 (С=О), 1586 (C=N -кольца), 
1262 (C-S- кольца). 

2-метил-4-фенил-5(1(4-метоксифенил)-
3-фенилпропанон-3-ил)-4,5-дигидротиазол 
(7б). Раствор 8,9 г (0,025 моль) 1,5-дифенил-
3(4-метоксифенил)пентан-1,5-диона (2б) в 20 
мл п-ксилола, 1,9 г (0,025 моль) тиоацетамида 
кипятят в течение 35 мин. Кристаллический про-
дукт отделяют, промывают этиловым спиртом, 
сушат. Выход 7,6 г (73%), бесцветные кристаллы, 
т.пл. 98–100ºС (пропанол-2). Найдено, %: С-75.4, 
Н-5.9, N-3.5. С26Н25NО2S. Вычислено, %: С-75.1, 
Н-6.1, N-3.4. ИК-спектр, ν, см-1: 1726 (С=О), 1580 
(C=N -кольца), 1190 (C-S- кольца). 

3(2-метил-4-фенилтиазол-5-ил)-2-хлор-
1,3-дифенилпропенон (8). Раствор 9.9 г (0,025 
моль) 1,3,5-трифенил-2,4-дихлор-2-пентен-
1,5-диона (3) в 20 мл п-ксилола, 1,9 г (0,025 
моль) тиоацетамида кипятят в течение 1,5 час. 
Кристаллический продукт отделяют, промывают 
этиловым спиртом, сушат. Выход 7,7 г (74%), бес-
цветные кристаллы, т.пл.106–107ºС (пропанол-2). 
Найдено, %: С- 72.1, Н-4.6, N 3.5. С25Н18ClNОS. 
Вычислено, %: С-72.2, Н-4.4, N-3.4. ИК спектр, 
ν, см-1: 1675 (С=C), 1560 (C=N -кольца), 1285 
(C-S- кольца). Исходя из 0.025 моль 3 и 0.05 моль 
тиоацетамида, получено 8.4 г (81%) 8.

3(2-метил-4-фенилтиазол-5-ил)-2-хлор-
1,3-дифенилпропанон(9а). Раствор 10.0 г 
(0,025 моль) 1,3,5-трифенил-2,4-дихлорпентан-
1,5-диона (4) в 20 мл п-ксилола, 1,9 г (0,025 моль) 
тиоацетамида кипятят в течение 1,5 час. Кристал-
лический продукт отделяют, промывают этило-
вым спиртом, сушат. Выход 6.3 г (60%), бесцвет-
ные кристаллы, т.пл. 118–119ºС (пропанол-2). 
Найдено, %: С-72.0, Н-4.7, N-3.6. С25Н20ClNОS. 

Вычислено, %: С-71.8, Н-4.8, N-3.4. ИК-спектр, 
ν, см-1: 1672 (С=C-кольца), 1555 (C=N -кольца), 
1280 (C-S- кольца). 

Ди-(2-метил-4-фенилтиазол-5-ил)фе-
нилметан (10а). Раствор 10.0 г (0,025 моль) 
1,3,5-трифенил-2,4-дихлорпентан-1,5-диона (4) в 
20 мл п-ксилола, 3.8 г (0,05 моль) тиоацетамида 
кипятят в течение 1,5 часов. Кристаллический 
продукт отделяют, промывают этиловым спир-
том, сушат. Выход 5.9 г (54%), бесцветные кри-
сталлы, т.пл. 123–124ºС (пропанол-2). Найдено, 
%: С-74.0, Н-4.9, N-6.3. С27Н22N2S2. Вычислено, 
%: С-73.9, Н-5.1, N-6.4. ИК-спектр, ν, см-1: 1662 
(С=C-кольца), 1558 (C=N-кольца), 1280 (C-S- 
кольца). Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 7.30–6.52 (15H, 
Ar), 4.99 (метиновый Н3). Спектр ЯМР 13С, δ, 
м.д.: 170,83 (С2), 136,75 (С4), 134,06 (С5) тиазоль-
ного цикла, 132,24–127,52 (Ar), 19,57 (CH3), 57,23 
(OCH3). При использовании 1,3,5-трифенил-2,4-
дибромпентан-1,5-диона (5а) выход 10а – 80%.

Ди-(2-метил-4-фенилтиазол-5-ил)(4-ме-
токсифенил)метан (10б). Раствор 10.0 г (0,025 
моль) 1,5-дифенил-3(4-метоксифенил)-2,4-
дибромпентан-1,5-диона (5б) в 20 мл п-ксилола, 
3.8 г (0,05 моль) тиоацетамида кипятят в течение 
40 мин. Кристаллический продукт отделяют, 
промывают этиловым спиртом, сушат. Выход 
6.9 г (61%), бесцветные кристаллы, т.пл. 106–
108ºС (пропанол-2). Найдено, %: С-74.0, Н-4.9, 
N-6.3. С28Н24N2S2. Вычислено, %: С-74.3, Н-5.3, 
N-6.2. ИК-спектр, ν, см-1: 1660 (С=C-кольца), 
1552 (C=N -кольца), 1190 (C-S- кольца). Спектр 
ЯМР 1Н, δ, м.д.: 7.32–6.50 (14H, Ar), 4.93 (мети-
новый Н3), 2,04 (3H, CH3), 2.47 (3H, OCH3).
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Given the ability of 1,5-dicarbonyl compounds to emerge in the 
presence of ammonia, urea and its derivatives of N-containing 
heterocyclic compounds, possibility of сyclization 2-pentene- and 
pentane-1,5-diones and their dihalogensubstituted analogues with 
thioacetamide. When boiling pentenedions with thioacetamide in 
ethanol occurs condensation with the participation of oxo-function, 
free of the pairing, with the formation of 5-oxo-1,3,5-triarylpent-
3-enilidenthioacetamide with access 63-80%; pentanedions when 
heated in xylene for 20–35 minutes give heterocyclic products 
with the participation of the propanonilic fragment - substituted 
4.5-dihydrothiazoles with access 68-73%.Unlike dichloro(bromine)
pentanedions forming bisthiazoles with thioacetamide, when heated, 
2,4-dichloro-1,3,5-triphenyl-2-pentene-1,5-dione with the latest in 
p-xylene bisproduct is not formed; occurs 3(2-methyl-4-phenylthi-
azol-5-yl)-2-chloro-1,3-diphenylpropenone with the release of 81%. 
α,β-Unsaturated fragment or sedentary chlorine atom with the double 
bond did not participate in the reaction with thioacetamide; a chlorine 
atom form a multiple relationship as opposed to such, discussed above 
unsubstituted analogues, has low reactivity. Structure of products 
installed on the basis of the data of the NMR and IR spectroscopy. 
The reaction of α-halogen-1,5-diketones with thioacetamide is of 
interest as a convenient method for the synthesis of previously hard-
to-substituted thiazoles.
Key words:  2-pentene-1,5-diones, pentane-1,5-diones, 
α-chloro(bromine)pentene(ane)-1,5-diones, heterocyclization, 
thiazoles.
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Растущий спрос на качественные моторные топлива требует по-
стоянного усовершенствования и модернизации существующих 
технологий переработки нефти. В промышленности одним из ос-
новных вторичных процессов переработки углеводородного сы-
рья, позволяющих получать высокооктановые компоненты авто-
мобильных бензинов, ценные сжиженные газы, а также сырьё для 
нефтехимических производств, является каталитический крекинг 
различных видов дистиллятного и остаточного сырья. В настоя-
щее время большинство промышленных катализаторов катали-
тического крекинга содержат в своем составе дорогостоящие 
редкоземельные элементы и платину. Поэтому разработка более 
дешевых, высоко активных и стабильно работающих каталитиче-
ских систем превращения н-углеводородов является актуальной 
задачей. В связи с этим целью данной работы явилось исследо-
вание каталитической системы на основе цеолита ZSM-5 (М=60), 
промотированной пятиокисью ванадия, и оценка влияния моди-
фицирующей добавки V2O5 на превращения н-нонана. Исследо-
вание проводили на лабораторной установке с реактором про-
точного типа со стационарным слоем катализатора. В качестве 
сырья использовали н-гексан. Анализ превращения н-нонана по-
зволяет говорить, что введение модифицирующей добавки дает 
возможность получать ценные газообразные продукты и жидкие 
продукты с высоким октановым числом, которые могут быть ис-
пользованы в качестве компонентов моторных топлив.
Ключевые слова: каталитический крекинг, катализаторы, пре-
вращения н-нонана, бензин, цеолит.
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Постоянное ужесточение требований к харак-
теристикам моторных топлив, неуклонный рост 
потребления высокачественных моторных топлив 

и исчерпание запасов нефти делают актуальной 
задачей разработку новых каталитических гетеро-
генных систем, позволяющих получать моторные 
топлива, соответствующие современным экологи-
ческим стандартам и нормативам.

 Процесс каталитического крекинга является 
одним из наиболее распространенных крупнотон-
нажных процессов углубленной пере работки неф-
ти, позволяющих получать с максимально высо-
ким выходом (до 50% и более) высо кооктановый 
бензин и ценные сжиженные газы – сырье для 
пос ледующих производств высокооктановых 
компонентов бензинов изомерного строения: 
алкилата и метилтретбутилового эфира, а так же 
сырья для нефтехимических производств.

 Одна из важнейших задач совершенство-
вания процесса каталитического крекинга – это 
создание новых эффективных каталитических 
систем, которые не содержат в своем составе 
благородных и редкоземельных металлов [1–7].

Исследования активности цеолитсодержа-
щего катализатора проводили на лабораторной 
установке проточного типа со стационарным 
слоем катализатора, при атмосферном давлении, 
в интервале температур 450–600°С (шаг 50°С), 
при объемной скорости подачи сырья 0,1 ч-1. В 
качестве сырья использовали н-нонан. Активиро-
вание катализатора проводили в токе воздуха при 
температуре 500ºС в течение двух часов.

Синтетический, высококремнистый цеолит 
типа ZSM-5 характеризуется большим объёмом 
пор, высокой кислотностью, хорошей гидротер-
мальной стабильностью, а также молекулярно-си-
товыми свойствами, что позволило использовать 
его в качестве матрицы для создания каталитиче-
ской системы [8–10].

В результате конверсии н-нонана на ис-
следуемом катализаторе получены жидкие про-
дукты сложного многокомпонентного состава с 
количеством углеродных атомов в цепи от С1 до 
С15 и газы, содержащие в своем составе водород, 
моно- и диоксид углерода и углеводороды С1-С5, 
анализ которых осуществлялся на хроматографах 
Кристалл-5000 и Кристалл-2000 с линейным 
программированием температуры с 35 до 250°C. 
Расчет осуществлялся с помощью программы 
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«Хроматэк Аналитик», позволяющей установить 
детальный состав углеводородных смесей (вес., 
об., моль. %), относительную плотность, фракци-
онный состав и октановое число продукта.

Эффективность превращения н-нонана на 
катализаторе оценена по следующим параметрам: 
степень превращения н-нонана, выход бутан-бу-
тиленовой и пропан-пропиленовой фракций, а 
также сухого газа (фракция С1-С2), используемого 

в качестве топлива для нужд НПЗ, ароматических 
углеводородов, а также алканов и изоалканов и 
изменению октановго числа в зависимости от 
температуры. 

Конверсия н-нонана для двух каталитических 
систем возрастает с увеличением температуры, 
и достигает максимального значения при 600°С, 
95% и 91,0% на катализаторах V2O5/ZSM-5(M-60) 
и ZSM-5(M-60) соответственно (рис. 1).

Рис. 1. Зависимость степени превращения н-нонана от температуры процесса

С ростом температуры наблюдается интен-
сификация реакций крекинга, о чем свидетель-
ствует увеличение суммарного содержания 
газообразных продуктов С1-С5 , как для промоти-
рованного катализатора, так и для носителя в 
интервале температур 450–550°С. 

При температуре 600 ºС для каталитической 
системы V2O5/ZSM-5(M-60) наблюдается резкое 
уменьшение содержания газообразных углево-
дородов С1-С5, что, вероятно, можно объяснить 
частичной перестройкой структуры ванадиевого 
катализатора, как следствие, данный катализатор 
теряет свою активность.

Выход метана при увеличении температуры 
процесса увеличивается с 1,8 до 10,3% на цеоли-
те, а на V2O5/ZSM-5(M-60) увеличивается с 3,1 
до 14,2%. Выход фракции С3-С4 уменьшается с 
ростом температуры для двух каталитических 
систем. На цеолите с 42,5 % до 19,37. А на моди-
фицированном катализаторе V2O5/ZSM-5(M-60) 
с 43,7% до 2,15%. 

При каталитическом крекинге н-нонана вы-
ход изопарафинов резко падает при увеличении 
температуры процесса и максимальное значение 
9,1% отмечается при температуре 450 °С на ка-

тализаторе V2O5/ZSM-5(M-60), а на катализаторе 
ZSM-5(M-60) 5,7%, что объясняется введением 
модифицирующей добавки, это влечет за собой 
перераспределение реакционных центров (ме-
таллических и кислотных) и изменение вклада 
соответствующих реакций.

Основными критериями качества получаемо-
го жидкого продукта в процессе каталитического 
крекинга является показатель октанового числа и 
содержания ароматических углеводородов. 

В данном случае при превращении н-нонана 
на катализаторе увеличивается показатель ок-
танового числа при увеличении суммарного со-
держания ароматических углеводородов с ростом 
температуры. Октановое число растет с ростом 
температуры на обеих каталитических системах: 
на чистом цеолите с 68 до 69 пунктов, на ката-
лизаторе с промотирующей добавкой с 77 до 81 
по моторному методу и с 107 до 111 пунктов по 
исследовательскому методу.

С ростом температуры выход ароматических 
соединений меняется незначительно (в интервале 
5%) и достигает максимального значения при 
600°С 23.6 и 21.7% для промотированной и непро-
мотированной системы соответственно (рис. 2). 
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Немаловажным является оценка результатов 
экспериментальных данных с точки зрения со-
держания бензола, так как содержание данного 
компонента жестко регламентируется стандарта-
ми ЕВРО, с одной стороны, а с другой – бензол 
является ценным сырьем заводов нефтехимиче-
ского профиля. Содержание бензола в результате 
превращения н-нонана в двух сериях опыта уве-
личивается с ростом температуры. Максимальное 
содержание бензола отмечено при 600°С для двух 
серий опытов.

Оценка данных материального баланса по-
зволяет говорить, что температура осуществления 
процесса не влияет на выход газообразных и жид-
ких продуктов в интервале температур 450–600°С.

 Проведенные исследования показали, что 
введение модифицирующей добавки позволяет 
получать ценные газообразные продукты: бутан-
бутиленовую и пропан-пропиленовую фракции, 
сухой газ (фракцию С1-С2), используемый в каче-
стве топлива для нужд НПЗ, и жидкие продукты, 
которые могут быть использованы в качестве ком-
понентов моторных топлив с высоким октановым 
числом, а также в качестве сырья предприятий 
нефтехимического профиля.

 Таким образом, в результате систематиче-
ских исследований двух каталитических систем 
показано, что с ростом температуры увеличивают-
ся конверсия н-нонана, выход продуктов реакций 
крекинга и ароматизации и значение октанового 
числа. 
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The daily increasing demand for high-quality motor fuels requires 
constant improvement and modernization of existing technologies for 
oil refining. One of the main secondary processes of recycling hydro-
carbon raw materials in industry, which allows to obtain high-octane 
components of automobile gasoline, valuable liquefied gases and raw 
materials for petrochemical industries is catalytic cracking of various 
types of distillate and residual raw materials. Nowadays, most catalysts 
of an industrial catalytic cracking contain expensive rare earth elements 
and platinum in its composition. Therefore, the development of lower-
cost, highly active and stable catalytic systems for the conversion of 
n-hydrocarbons is an urgent task. In this regard, the aim of this work 
was to study the catalytic system based on zeolite ZSM-5 (M=60), 
promoted by vanadium pentoxide, and to assess the impact of the 
modifying additive V2Oц on the transformation of n-nonan. The study 
was carried out on a laboratory installation with a flow-through type 
reactor with a stationary catalyst bed. N-hexane was used as the raw 
material. The analysis of the conversion of n-nonane indicates that the 
introduction of a modifying additive allows the production of valuable 
gaseous products and liquid products with a high octane number that 
can be used as components of motor fuels.
Key words: catalytic cracking, catalysts, conversion of n-nonane, 
gasoline, zeolite.
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Спектрофотометрическим методом изучено влияние рН и вре-
мени на изменение спектров поглощения молекулярной и дис-
социированной по первой гидроксигруппе форм двух флавонои-
дов – кверцетина и рутина. Показано, что молекулярная форма 
кверцетина (рН 3–6) устойчива в водном растворе в течение 
10 мин, а оптическая плотность диссоциированной формы (рН 
8–10) в зависимости от рН быстро уменьшается уже в первые 
минуты. Интенсивность поглощения света молекулярной и дис-
социированной форм рутина практически не изменяется на 
протяжении 10–20 минут. Установлено, что добавление в рас-
твор сульфита натрия позволяет предотвратить окисление и 
стабилизировать оптическую плотность кверцетина в первые 
1–2 минуты, что позволит изучать его протолитические свойства 
и взаимодействие с другими веществами.
Ключевые слова: кверцетин, рутин, спектры поглощения, про-
толитическое равновесие, устойчивость в растворе.
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Введение

Кверцетин (3’,4’,5,7-пентагидроксифлавон) 
(КВ) и его гликозид рутин (3-О-рутинозид) (РУ) 
являются одними из наиболее распространенных 
соединений растительного происхождения, обла-
дающих разнообразными лечебными свойствами 
и высокой антиоксидантной активностью [1–3]. 
Оба соединения также используются в качестве 
аналитических реагентов на ряд металлов [4]. 
В связи с этим двум указанным флавоноидам 
посвящены тысячи публикаций [3]. Анализ 
литературных данных по кверцетину показал, 
что константы диссоциации его гидроксигрупп 
сильно различаются [5–13]. Основная причина, по 
мнению авторов [5, 6, 8], состоит во влиянии рас-

творенного в воде кислорода, который окисляет 
кверцетин. Следовательно, этот факт необходимо 
учитывать как при определении рК флавоноидов, 
их количественном определении в растительных 
и пищевых объектах и применении в качестве 
аналитических реагентов. 

В связи с этим цель настоящей работы со-
стояла в спектрофотометрическом изучении из-
менения во времени кислотно-основных форм 
кверцетина и рутина и разработке способа их 
стабилизации в водном растворе.

Экспериментальная часть 

Использовали кверцетин дигидрат «Alfa 
Aesar», CAS 6151-25-3, 97% (Германия); рутин 
тригидрат «AlfaAesar», 97%, CAS 153-18-4 (Гер-
мания). Исходные растворы флавоноидов с кон-
центрацией 2×10-4 моль/л готовили растворением 
точной навески препарата в 99% этаноле. Сульфит 
натрия, чда «Химмед» (Россия). Кислотно-ос-
новные свойства кверцетина и рутина изучали в 
диапазоне рН 3.0 – 11.0, используя ацетатно-амми-
ачные буферные (ААБ) растворы, приготовленные 
из исходных 2 М растворов аммиака и уксусной 
кислоты. Значения рН контролировали с помощью 
стеклянного электрода ЭСК-10601 на рН-метре 
рН-150 МИ (Гомель, Беларусь). Электронные 
спектры флавоноидов регистрировали на спектро-
фотометре Shimadzu UV-1800 (Япония).

Результаты и их обсуждение 

На рис. 1 представлены общая формула 
флавоноидов (1, а), формулы кверцетина (1, б) 
и рутина (1, в). Двум хромофорным центрам в 
спектре поглощения флавоноидов соответству-
ют две полосы поглощения: одна на границе 
УФ и видимой области в интервале 300–380 нм, 
которая связана с поглощением света частью 
молекулы под номером I, другая в УФ-области 
в интервале 340–280 нм, соответствующая по-
глощению света кольцом под номером II [14]. 
Наиболее чувствительной к условиям среды и 
химическому взаимодействию является полоса, 
отвечающая части I, изменение спектров которой 
использовалось для интерпретации процессов, 
протекающих в растворах. 
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Влияние времени и рН на спектры 
поглощения кверцетина
В соответствии с [5] рК1 и рК2 кверцетина 

равны 6.62 ± 0.04 и 9.7 ± 0.3. В связи с этим 
в исследованном интервале рН 3–11 мы оце-
нивали изменение во времени молекулярной 
и анионных форм флавоноидов. Примеры 

спектров поглощения кверцетина при рН, со-
ответствующих молекулярной (рН 3–6) и дис-
социированной по одной из ОН-групп форм 
реагента, представлены на рис. 2, а изменение 
оптической плотности в максимумах спек-
тров указанных форм в течение 30 минут – на 
рис. 3.

Рис. 1. Принципиальная структура флавоноидов (а), структурная формула кверцетина (б) и рутина (в)
а б в

Рис. 2. Влияние времени на спектр поглощения кверцетина СКВ = 1,10-5 М при рН: а – 5; б – 9;  t, мин: 1 – 0.2; 
2 – 0.5; 3 – 1; 4 – 3; 5 – 5; 6 – 10; 7 – 20; 8 – 30
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Рис. 3.  Изменение оптической плотности кверцетина от времени, СКВ = 1,10-5 М при рН: а – 3–6 при 
λ = 367 нм и б – 9 при λ = 398 нм и λ = 321 нм; рН: (1) 3, (2) 4, (3) 5, (4) 6, (5’) 9, λ = 321 нм; (5’’) 9, λ = 398 нм
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Из рис. 2, а видно, что форма спектра погло-
щения молекулярной формы со временем не изме-
няется. В первые 10 мин уменьшение оптической 
плотности не превышает 2–3%, т.е. незначитель-
но. В последующие 20 мин оптическая плотность 
уменьшается примерно на 15% (рис. 3, а). Таким 
образом, можно заключить, что исследования в 
интервале рН 3–6 необходимо проводить в первые 
10 мин после приготовления раствора.

Радикальное изменение спектра, соответ-
ствующего однократно диссоциированной форме 
кверцетина, происходит при рН 9 и в более ще-
лочной области. Из рис. 2, б следует, что вслед-
ствие предполагаемого окисления полосы дис-
социированной формы с максимумами при 398 и 
270 нм исчезают и одновременно появляется новая 
сложная полоса с максимумом при 320 и плечом 
при 370 нм. Уменьшение оптической плотности 
при 398 нм и одновременный рост оптической 
плотности при 321 нм показаны на рис. 3, б. 
Видно, что в течение первых 5 мин оптическая 
плотность при λ = 398 нм уменьшается на 12%, а 
за 30 мин оптическая плотность исходной формы 

уменьшается вдвое и полоса диссоциированной 
формы практически исчезает. Еще более быстро 
уменьшение оптической плотности диссоцииро-
ванной формы происходит при рН 10 и 11. Следует 
отметить, что в спектрах поглощения кверцетина 
при его окислении в растворе наблюдаются две 
изобестические точки (рис. 2, б) при 288 и 368 нм, 
свидетельствующие о равновесии между одно-
кратно диссоциированной и окисленной формами 
флавоноида.

Влияние времени и рН на спектры 
поглощения рутина 
Спектры поглощения на примере молекуляр-

ной (рН 3–7) и однократно диссоциированной 
формы (рН 9) рутина представлены на рис. 4. 
Видно, что в обоих случаях даже на протяжении 
30 мин форма спектров практически не меняется, 
а изменения оптической плотности в максимумах 
обеих форм рутина незначительны и не превы-
шают 5–10%. Это позволяет предположить, что 
окисление кверцетина происходит по гидрок-
сильной группе в положении 3, которая в рутине 
отсутствует.

Рис. 4. Влияние времени на спектры поглощения рутина и изменение оптической плотности от времени при рН: 
а – 6 λ = 354 нм и б – 9 λ = 398 нм. СРУ = 1,10-5 М. t, мин: (1) 0.2; (2) 0.5; (3) 1; (4) 3; (5) 5; (6) 10; (7) 20; (8) 30
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Влияние сульфита натрия 
на устойчивость растворов кверцетина
Если предположить, что резкие изменения 

спектров диссоциированной формы кверцети-
на связаны с окислением растворенным в воде 
кислородом воздуха, концентрация которого со-
ставляет 9,1 мг/дм3 (2.8∙10-4 М), то добавлением в 
раствор восстановителей можно будет временно 
удалить кислород и получить спектр истинной 
диссоциированной формы кверцетина. В связи с 

этим нами изучено влияние добавок сульфита нат-
рия на форму спектров и оптическую плотность 
кверцетина в щелочной среде (рис. 5).

Из рис. 5 видно, что добавление сульфита 
натрия стабилизирует оптическую плотность 
диссоциированной формы кверцетина при 408 нм, 
по крайней мере, в течение 1–2 мин. Даже через 
10 мин в спектре поглощения сохраняется по-
лоса диссоциированной формы кверцетина (кри-
вая 12). Таким образом, вместо пропускания через 

t, мин t, мин
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A A
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раствор азота, рекомендованного в работе [5], 
который из-за образования пены может мешать 
определению констант диссоциации кверцетина 
в присутствии поверхностно-активных веществ, 
нами предлагается использовать сульфит натрия. 

Заключение

Изучение влияния времени и рН на поведение 
в растворе кверцетина и рутина позволило уста-
новить, что их устойчивость определяется тремя 
факторами: природой реагента, кислотностью 
среды и присутствием в воде растворенного кис-
лорода. Оптическая плотность спектров поглоще-
ния кверцетина в интервале рН 3–6 (молекулярная 
форма) в течение первых 10 мин уменьшается не 
более чем на 2–3%, а в течение 30 мин на 15%. 
При рН 9–11 устойчивость кверцетина в водном 
растворе резко уменьшается: оптическая плот-
ность раствора падает на 12–15% в первые 5 мин 
и более чем на 50% в течение 30 мин. При этом 
вместо двух полос, соответствующих однократно 
диссоциированной ионной форме, появляется 
новая полоса, принадлежащая, по-видимому, 
окисленной форме реагента. Показано, что до-
бавление в водный раствор сульфита натрия 
позволяет стабилизировать диссоциированную 
ионную форму кверцетина при рН 9–10 в течение 
1–2 мин. Спектры рутина во всем интервале рН не 
изменяют своей формы, а оптическая плотность 
за 30 мин уменьшается не более чем на 5–10%.
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Flavonoids are a group of polyphenolic compounds present in many 
plants, fruits, vegetables, nuts, flowers etc. They exhibit a wide range of 
bioactivity and have gained much attraction last two decades because 
of its potential applications in biology, medicine, and chemical analysis 
due to their antioxidant, medicinal (antiviral, antibacterial, antiallergic 
effects) and complexion properties. One of the main properties of 
flavonoids especially quercetin is their oxidation by oxygen dissolved 
in water or organic solvents mainly in basic media. This is the main 
reason for non-reproducibility of quercetin acidity constants determined 
by several authors. Hence, the aim of our paper was to investigate 
the pH and time effects on the behavior of quercetin and rutin aqua 
solutions and to find possibility for stabilization of their solutions. It 
was established that their stability in solution is determined by three 
factors: the nature of flavonoids, acidity of the medium (created by 
acetate-ammonium buffers) and presence of oxygen in solution. It was 
found that quercetin solutions in the pH interval 3–6 are stable during 
first ten minutes but at the end of thirty minutes the optical density 
falls down about 15 percent. In basic media, especially at pH 9–11, the 
optical density of quercetin falls down at first 1–2 minutes and after 
10 minutes the quercetin spectra transform their shape and maximum 
position that belong to oxidized form of the flavonoid. We found that 
addition of 0.01 M of sodium sulfite prevents oxidation and stabilizes 
optical density of quercetin at pH 9–10 during 1–2 minutes; therefore, 
it is possible to investigate the protolytic reactions and interaction with 
different substances. The rutin spectra are not significantly change in 
acidic and basic media during first ten minutes and during next twenty 
minutes the optical density in the basic media decreases by 15 percent. 
 Key words: quercetin, rutin, absorption spectra, protolytic equilibrium, 
stability in solution. 
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Рассмотрены принципы создания ионоселективных электродов 
на α-аминокислоты в исторической ретроспективе. Показано, 
что до последнего времени при создании потенциометрических 
мембранных сенсоров основной акцент был сделан на форми-
рование более селективных датчиков, способных избирательно 
определять концентрацию отдельного аналита в многокомпо-
нентных системах. Материалом для таких сенсоров являлись 
ионоселективные мембраны, которые создавались специфич-
ными для конкретного аналита, но не были специфичными для 
всего класса таких аналитов. В этом плане обобщены харак-
теристики сенсоров, селективных к α-аминокислотам, разра-
ботанных на основе стеклянных, обратимых по однозарядным 
катионам электродов, путем нанесения на них тонкого слоя 
фермента. Ферменты (оксидаза, аспарагиназа и др.) катали-
зируют разложение соответствующих аминокислот. Выделя-
ющиеся газы определяются электродом, потенциал которого 
пропорционален концентрации аминокислоты. Новый этап в 
развитии сенсоров начался с открытия подандов (открытоце-
почечных ионофоров с высокоосновными концевыми группами, 
краунэфиров, каликс [n]аренов и т.п.) примененных для созда-
ния сенсоров на гидрохлориды эфиров аминокислот. Обсужден 
механизм образования ионофоров, тип связи, аналитические 
характеристики сенсоров. Рассмотрен цикл работ по созданию 
сенсоров, основанных на регистрации потенциала Доннана на 
границе ионообменный полимер/исследуемый раствор. Пока-
зано, что наномодификация поверхности перфторированного 
сульфокатионитового полимера (поверхности мембраны) уве-
личивает чувствительность сенсора. Описаны пьезокварцевые 
резонаторы, сенсоры, основанные на цифровой регистрации 
эффектов набухания и контракции набора гранул сорбентов, хи-
ральные аминокислотные электроды. Отмечено формирование 
в настоящее время нового направления в создании сенсоров 
на α-аминокислоты – потенциометрических мультисенсорных 
систем на основе ионообменных комбинированных мембран, 
аналитическим сигналом в которых является потенциал Дон-
нана. Показаны возможности направленного варьирования хи-
мических свойств ПД-сенсоров с помощью модификации пер-

фторированных сульфокатионообменных мембран. Оценены 
перекрестная чувствительность в многокомпонентных средах и 
воспроизводимость аналитических характеристик в мультисен-
сорных ПД- системах. 
Ключевые слова: ионоселективные электроды, α-амино кис-
лоты, ионный ассоциат, ионофор.

DOI: 10.18500/1816-9775-2018-18-3-261-267

Под химическим сенсором обычно пони-
мают устройство, избирательно реагирующее 
на соответствующий аналит путем химической 
реакции. Каждый химический сенсор включа-
ет в себя чувствительный элемент, в котором 
происходит химическая реакция, результатом 
которой и является аналитический сигнал (из-
менение электродного потенциала, оптической 
плотности, рН и др.), а также преобразователь 
химической энергии, «откликающийся» на этот 
сигнал и преобразующий его величину в данные 
о количестве определяемого аналита. По типу 
преобразователя все химические сенсоры под-
разделяют на электрохимические (потенциоме-
трические, вольтамперометрические, полупро-
водниковые), оптические, масс-чувствительные 
и колориметрические [1]. 

В настоящей работе рассмотрены потенци-
ометрические сенсоры для определения ряда 
α-аминокислот. Преимущества потенциомет-
рических сенсоров, применяемых в анализе 
пищевых продуктов, технологических сред, 
физиологических жидкостей, природных объ-
ектов, связаны с их избирательностью, широким 
диапазоном определяемых концентраций, экс-
прессностью определений и простотой аппара-
турного оформления.

Проблема разработки сенсоров для опре-
деления различных биологически активных 
веществ (α-аминокислот, витаминов, лекар-
ственных веществ) остается актуальной. Труд-
ность определения в водных растворах связана 
с амфотерными свойствами, вследствие чего 
концентрации их ионных и цвиттерионных форм 
зависит как от величины рН раствора, так и от 
присутствия других электролитов.

В таблице обобщены сведения о типах сен-
соров, применяемых для определения α-амино-
кислот.

 © Варыгина О. В., Селифонова Е. И., Чернова Р. К., 2018
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№ Тип сенсора Основные реакции и принцип действия Определяемая 
аминокислота

Литера-
тура

1

Модифицированные стеклян-
ные обратимые по катиону 
(однозарядному) электроды 
с нанесенным тонким слоем 
фермента

Фермент катализирует разложение α-амино-
кислоты 2R CHNH3

+ COO-+O2 каталаза>
2RCOCOO-+ NH4

+

L- и D-аминокислоты 
(пролин, аланин, ме-
тионин, фенилаланин, 
лизин, лейцин и др.)

[1–13]

2
Электродно-активные веще-
ства: антибиотик моненсин, 
каликсарены и др. поданды

Энантиомерная селективность к гидро-
хлоридам сложных эфиров α-аминокислот

Метионин, аланин, про-
лин, валин [14–16]

3
ПД-сенсоры с мембраной, 
содержащей ионообменный 
полимер

Регистрация потенциала Доннана
Триптофан, аланин, ва-
лин, метионин, пролин, 
лизин

[17–20]

4

Пьезокварцевые резонаторы, 
модифицированные поли-
мером с молекулярном от-
печатком

Сдвиг частоты f резонатора сенсора в пробе 
по сравнению с холостым раствором Глицин, фенилаланин [21, 22]

5

Мультисенсорные системы с 
применением для обработки 
данных хемометрических 
алгоритмов

Цифровая регистрация эффектов набухания 
и контракции набора гранул сорбента Аминокислоты [23]

6
Хиральные аминокислотные 
электроды для определения 
L- и D-аминокислот

Комплексообразование хиральной фазы 
полимера с привитым оптически активным 
комплексом Cu (II) с L-пролином для раз-
деления энантиомеров аминокислот

Разные α-аминокислоты [24, 25]

7 Перекрестно-чувствительные 
ПД-сенсоры

Использованы гибридные материалы: пер-
фторированные сульфокатионитные мем-
браны Nafi on и МФ-4СК с наночастицами 
диоксидов циркония, кремния

Глицин, аланин, лей-
цин, лизин, цистеин [26–30]

8

Пьезосенсоры, модифици-
рованные полимерами с мо-
лекулярными отпечатками 
(ПМО-сенсоры)

Аналитический сигнал- потенциал Доннана 
на границе: полимер/ исследуемый раствор

Валин, аминокислоты 
в разных формах и не-
органические ионы

[31]

9 Потенциометрическая муль-
тисенсорная система

Массив сенсоров: перекрестно- чувстви-
тельный сенсор, набор ионселективных 
электродов; аналитический сигнал – по-
тенциал Доннана

Лизин (в присутствии 
К+, Na+) [32]

10

Потенциометрические пере-
крестно-чувствительные сен-
соры на основе перфториро-
ванных сульфокатионообмен-
ных мембран

Потенциал Доннана в щелочных растворах 
серосодержащей аминокислоты

Совместное опреде-
ление цвиттерионов 
аминокислот , К+ в ще-
лочных средах

[33]

11
ПД-сенсоры на основе мем-
бран Nafi on с наночастицами 
диоксида циркония

Направленное изменение параметров ПД-
сенсоров с помощью термообработки и 
механической деформации мембран

Аминокислоты с не-
сколькими азотсодер-
жащими группами

[34]

12

ПД-сенсоры на основе ги-
бридных мембран МФ-4СК с 
наночастицами оксида крем-
ния и гидрофобной поверх-
ностью

Направленное изменение ионной прово-
димости, диффузионной проницаемости, 
стабильности отклика и чувствительности 
ПД-сенсоров

Катионы фенилалани-
на, валина, метионина [35]

13
Автоматизация хронопотен-
циометрических измерений 
отклика массива ПД-сенсоров

Предложен новый программно-аппаратный 
комплекс

Катионы лизина в рас-
творах солей Mg2+, 
Na+, K+

[36]

14

Потенциометрические датчи-
ки на основе перфторирован-
ных мембран с наночастицами 
кремнезема и поверхностью, 
модифицированной протоно-
акцепторными группами

Оценена возможность одновременного 
определения анионов аминокислот и К+ 
при рН 4 – 9 в интервале концентраций
от 1,0·10-4 до 1,0·10-2 м, погрешность опре-
деления < 14%

Одновременное опре-
деление анионов аспа-
рагиновой, глутамино-
вой аминокислот и ка-
тионов калия

[37]

Сенсоры на α-аминокислоты
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Принцип построения ионоселективных элек-
тродов (ИСЭ) для определения α-аминокислот стал 
активно обсуждаться в литературе в 70-х гг. про-
шлого столетия. Селективные к α-аминокислотам 
электроды разрабатывались на основе стеклян-
ных, обратимых по катионам электродов чув-
ствительных к однозарядным катионам, путем 
нанесения на них тонкого слоя фермента [2]. 
При этом соответствующие ферменты (оксидаза, 
аспарагиназа, глутаминаза и т.д.) катализируют 
разложение аминокислот с образованием, напри-
мер NH4+ [см. таблицу, № 1]. Образовавшиеся 
ионы аммония определяются электродом, по-
тенциал которого пропорционален активности 
ионов NH4+ в ферментном слое, следовательно, 
концентрации аминокислоты в пробе. Это были 
первые примеры «биосенсоров», поскольку в 
них использовались биохимические процессы, 
которые включали катализируемые ферментами 
реакции с аналитом для получения продуктов, ре-
гистрируемых модифицированными стеклянными 
электродами, обратимыми по однозарядному ка-
тиону [3–6]. В этих работах обсуждалась техника 
иммобилизации ферментов, возможность опре-
деления L- и D-аминокислот. Описан ряд других 
ферментных электродов на α-аминокислоты на 
базе модифицированных коммерческих ионосе-
лективных электродов (аммоний-селективного 
[7, 8], иодидного [9], CO2-селективного [10–12], 
O2-селективного [13]. Можно заключить, что рас-
смотренные ферментные электроды не получили 
широкого применения на практике и не легли в 
основу стандартов вследствие малой доступно-
сти ферментов и высокой стоимости электродов, 
малого времени их стабильной работы, в ряде слу-
чаев низкой чувствительности и селективности. 

Новым направлением в создании сенсоров на 
α-аминокислоты явилось установление в 90-х гг. 
ХХ в. того факта, что ациклический природный 
антибиотик полиэфирного типа монесин, кото-

рый содержит центры хиральности, в мембранах 
ионоселективных электродов обладает энантио-
мерной селективностью к оптически активным 
катионам – гидрохлоридам сложных эфиров 
аминокислот [14–16]. В результате началось бо-
лее широкое исследование открытоцепочечных 
ионофоров – подандов, вследствие чего были от-
крыты поданды с высокоосновными концевыми 
группами (фосфиноксидными) как активные ком-
поненты мембран ИСЭ на эфиры α-аминокислот. 
Впоследствии в качестве активных компонен-
тов пластифицированных мембран ИСЭ нашли 
применение новые макроциклические соедине-
ния с большими чашеобразными полостями – 
каликс[n]арены. Взаимодействие в таких системах 
происходит по типу «гость – хозяин». Их приме-
няют в мембранах ионоселективных электродов 
на гидрохлориды эфиров аминокислот.

Так, в работе [16] описан макрогетероцикли-
ческий лиганд бензо-15-краун-5 в составе поливи-
нилхлоридной матрицы как электродноактивное 
вещество на метиловый эфир L-триптофана в 
интервале концентраций 1 М – 0,0001 М в присут-
ствии метиловых эфиров других L-аминокислот 
(аланина, валина, метионина, пролина). Электрод 
использован для селективного определения 
триптофана в различных биопробах. Отмечается 
также, что применение хиральных краун-эфиров в 
мембране позволяет измерить концентрации L- и 
D-энантиомеров метиловых эфиров аминокислот. 

К новому типу сенсоров следует отнести 
сенсор, основанный на регистрации потенциала 
Доннана на границе ионообменный полимер / ис-
следуемый раствор [17, 19]. В работах показано, 
что наномодификация поверхности перфтори-
рованного сульфокатионитового полимера, при-
меняемого при изготовлении ИСЭ, существенно 
увеличивает чувствительность сенсора, который 
используют для определения лизина в водных рас-
творах в присутствии нейтральных аминокислот 

№ Тип сенсора Основные реакции и принцип действия Определяемая 
аминокислота

Литера-
тура

15

Новые потенциометрические 
ПД-сенсоры для определения 
аминокислот, витаминов и 
лекарственных веществ в во-
дных растворах

Выбраны оптимальные мембранные компо-
зиции для массивов кросс-чувствительных 
датчиков, разработанный сенсор включен в 
массив мультисенсорных систем для опре-
деления гидрохлоридов лизина тиамина, 
новокаина, лидокаина, К+,Nа+, погреш-
ность определения не превышает 10%

Лизин в присутствии 
К+, Nа+, местных ане-
стетиков

[38, 39]

16

Потенциометрические пере-
крестно-чувствительные ПД-
сенсоры на основе гибридных 
мембран с ZrO2

Получены перекрестно чувствительные 
сенсоры для создания мультисенсорной 
системы, проведена хемометрическая об-
работка полученных данных

Определение глицина, 
аланиа, лейцина, К+ [40, 41]

Окончание таблицы

О. В. Варыгина и др. Сенсорные системы для определения α-аминокислот (обзор)
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и предложен в качестве перекрестно чувствитель-
ного сенсора в массиве мультисенсорных систем 
для определения лизина в технологических рас-
творах [20].

Известны работы по применению нового 
типа сенсоров − пьезокварцевых резонаторов для 
определения α-аминокислот. Так, в работе [21, 22] 
представлена методика определения глицина в 
бинарных смесях с аланином и валином (водные 
среды) с пьезосенсором, модифицированным 
полимером с молекулярным отпечатком; рас-
смотрены вопросы синтеза модификатора, даны 
коэффициенты селективности и импринтинг-
факторы. В работе [22] предложен пьезосенсор на 
базе пьезоэлектрических кварцевых резонаторов 
АТ-среза с серебряными электродами и частотой 
4.6 МГц для определения фенилаланина в водных 
растворах и биологических жидкостях. Поверх-
ность электродов модифицирована полимерами 
с молекулярными отпечатками фенилаланина. 
Определение аналита проводили, погружая пьезо-
сенсор в пробу и раствор с холостой пробой, после 
получения аналитического сигнала сенсора вы-
числяли относительный сдвиг частоты f. Электрод 
селективен к фенилаланину, предел обнаружения 
10–6 моль/л. Один сенсор позволяет произвести 
до 28 измерительных циклов.

Новая мультисенсорная система, основанная 
на цифровой регистрации эффектов набухания и 
контракции набора гранул сорбентов, исследована 
с применением хемометрических алгоритмов в 
работе [23]. Авторы данной работы показали, что 
объемные эффекты различных смол и сорбентов, 
взятых в виде сферических гранул, могут быть ис-
пользованы в аналитических целях, в частности, 
для определения аминокислот.

Хиральные аминокислотные электроды раз-
работаны для определения D-аланина [24]. В 
работе [25] описан амперометрический биосенсор 
для быстрого определения L- и D-аминокислот.

Как следует из вышеприведенных данных, до 
последних десятилетий минувшего столетия при 
исследовании потенциометрических мембранных 
сенсоров основные усилия были направлены на 
формирование более селективных датчиков, спо-
собных избирательно определять концентрацию 
одного из аналитов в многокомпонентных систе-
мах. Материалом для таких сенсоров являлись 
различные ионоселективные мембраны, обеспе-
чивающие чувствительность к конкретному иону, 
но не являющиеся специфическими для данного 
типа ионов.

В конце XX в. сформировалось новое на-
правление в создании потенциометрических сен-
соров – мультисенсорные потенциометрические 

системы. В 1990 г. был создан сенсор вкуса на 
основе липидных мембран, а в 1995 г. для муль-
тисенсорных систем с набором низкоселективных 
потенциометрических сенсоров с перекрестной 
чувствительностью и использованием математи-
ческих методов распознавания образов с целью 
качественного и количественного анализа много-
компонентных растворов различной природы был 
введен термин «электронный язык». 

Преимуществом мультисенсорных потен-
циометрических систем, помимо учета влияния 
мешающих ионов на отклик сенсора, является 
прежде всего тот факт, что все параметры сенсо-
ров определяются непосредственно в реальных 
многокомпонентных растворах. Уже в первых 
работах по применению массивов сенсоров было 
показано, что использование методов многомер-
ной обработки данных для откликов сенсоров 
позволяет компенсировать недостаточную селек-
тивность ИСЭ и проводить определение ионов в 
многокомпонентных растворах. Помимо компен-
сации недостаточной селективности сенсоров, 
использование массивов сенсоров с перекрестной 
чувствительностью, т.е. с чувствительностью 
каждого сенсора ко всем (или некоторым) ионам в 
растворе, позволяет значительно понизить предел 
обнаружения и погрешности определения ионов. 
Возможность проводить потенциометрические 
измерения без электрода сравнения, измеряя 
разности потенциалов между всеми парами сен-
соров в массиве, является одним из преимуществ 
мультисенсорных систем. Общие требования к 
характеристикам сенсоров в мультисенсорных си-
стемах – высокая перекрестная чувствительность 
в многокомпонентных средах и воспроизводимые 
аналитические характеристики. Отклик пере-
крестно чувствительного потенциометрического 
сенсора в многокомпонентном растворе содер-
жит информацию о различных присутствующих 
компонентах. Для извлечения этой информации 
необходим совокупный анализ откликов всех 
сенсоров в массиве. Поэтому важен правильный 
выбор и применение адекватных методов обра-
ботки данных. 

Мультисенсорный подход для анализа много-
компонентных сред может быть распространен 
на сенсоры с различным типом аналитического 
сигнала и природой взаимодействия с аналитом. 
Из таблицы следует, что основная тенденция в раз-
витии сенсоров на α-аминокислоты в последнее 
время также связана с созданием мультисенсор-
ных систем и применением комбинированных 
мембран. В цикле работ ученых воронежской шко-
лы аналитиков обобщены данные по изучению 
сенсоров, аналитическим сигналом которых яв-
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ляется потенциал Доннана (см. таблицу, № 7–40); 
рассмотрено применение в анализе многокомпо-
нентных растворов мультисенсорных систем на 
основе ионообменных мембран для определения 
α-аминокислот; приведены данные о наиболее 
перспективных мембранных наноматериалах в 
ПД-сенсорах; показаны также возможности на-
правленного варьирования химических свойств 
ПД-сенсоров с помощью модификации перфто-
рированных сульфокатионнообменных мембран 
различными подандами; показано, что повышение 
селективности мембран к катионам приводит к 
увеличению чувствительности сенсоров к катио-
нам аминокислот и снижению чувствительности 
к мешающим ионам гидроксония. Важнейшим 
результатом является также то, что с помощью 
направленной модификации поверхности допан-
дов удается получить высокую чувствительность 
сенсоров одновременно к катионам и анионам 
α-аминокислот в щелочных средах.

Таким образом, сенсорные системы на основе 
ионоселективных электродов для определения 
аминокислот можно отнести к числу перспектив-
ных, современных методов анализа, сочетающих 
высокую селективность, экспрессность, чувстви-
тельность, простоту и достаточную точность 
определения.
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The principles of creating ion-selective electrodes for a-amino acids 
in a historical retrospective are considered. It is shown that until 
recently, when the creation of potentiometric membrane sensors, the 
main emphasis was made on the formation of more selective sensors 
able to selectively determine the concentration of some analyte in 
multi-component systems. The material for such sensors were ion-
selective membranes, which were created specific to a particular 
analite, but were not specific to the entire class of such analyzers. 
In this respect, the characteristics of sensors, selective to α-amino 
acids, developed on the basis of glass, reversible single-loading 
cations electrodes, by applying a thin layer of the enzyme. Enzymes 
(oxidase,asparaginase, etc.) catalyze the decomposition of the cor-
responding amino acids. The released gases are determined by the 
electrode, whose potential is proportional to the concentration of 
the amino acid. A new stage in the development of the sensor began 
with the opening of pagandom (otricatelnyh of ionophores with highly 
basic terminal groups, the crown calix [n]arenes, etc.) used to create 
sensors on the hydrochlorides of esters of amino acids. Discussed 

the mechanism of formation of ionophores, the type of communica-
tion, analytical characteristics of the sensors. A cycle of works on 
creation of sensors based on registration Of donnan potential at the 
ion-exchange polymer/solution boundary is considered. It is shown 
that nanomodification of the perfluorinated sulfocationite polymer 
overhang (membrane surface) increases the sensitivity of the sen-
sor. Piezo-quartz resonators, sensors based on the digital recording 
of the effects of swelling and Contracting a set of sorbent granules, 
chiral amino acid electrodes are described. The formation of a new 
direction in the creation of sensors for α-amino acids–potentiometric 
Multisensor systems based on ion exchange combined membranes, 
in which the analytical signal is the potential of Donnan, is noted. 
The possibilities of directional variation of the chemical properties of 
PD-sensors by modifying sulfatirovannah perfluorinated membranes. 
Estimated cross-sensitivity to multiple environments and reproduc-
ibility of the analytical characteristics of PD in multi-sensor systems.
Key words: ion-selective electrodes, α-amino acids, ion associa-
tion, ionophore.
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Образованию непрерывных рядов твердых растворов в тройных 
и более компонентных системах (замещения) без экстремумов 
в ликвидусе двойных систем из металлов, оксидов, солей по-
священо значительное число работ. Твердые растворы – это 
твердотельные двух- или многокомпонентные однородные си-
стемы переменного состава (например типа АxB1-x), в которых 
атомы или ионы компонентов, смешиваясь в различных соот-
ношениях (0< x <1), образуют общую кристаллическую решёт-
ку, характерную для одного из компонентов. Системы, в состав 
которых входят изоструктурные компоненты, как правило, об-
разуют из-за неограниченной растворимости в твердом состо-
янии непрерывный ряд твердых растворов. Величина x в этом 
случае не лимитирована. Область существования ограниченных 
(граничных) твердых растворов (растворимость ограничена) на 
фазовой диаграмме имеет пределы по концентрации, завися-
щие от температуры. В работе приводится теоретический ана-
лиз условий образования непрерывных рядов твердых раство-
ров в n-компонентных системах (трех- и более компонентных) 
в зависимости от образования бинарных твердых растворов в 
системах размерностью n-1. Приведены конкретные примеры 
систем, включающих молибдаты, вольфраматы, галогениды 
щелочных и щелочно-земельных элементов.
Ключевые слова: непрерывный ряд бинарных твердых раство-
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Как показано в работах [1–3], свойства твер-
дых растворов отличаются (иногда очень сильно) 
от свойств чистых компонентов. В частности, 
при образовании твердых растворов на основе 
металла возрастает твердость и уменьшается 
электропроводность вещества. Изменение со-
става твердых растворов позволяет в широких 
пределах варьировать свойствами сплавов, полу-

проводниковых материалов, ионных проводни-
ков, ферритов, лазерных материалов и получать 
материалы с нужными свойствами.

Рассматривая структуру твердых растворов, 
необходимо указывать кристаллическую решетку 
и параметр (параметры) элементарной ячейки. 
Признаком образования твердого раствора явля-
ется сохранение типа решетки компонента-раство-
рителя, сопровождающееся изменением размера 
элементарной ячейки. Параметры решетки в ряду 
твердых растворов часто меняются незначитель-
но, но вполне закономерно меняются с составом. 
Это характерная особенность твердых растворов, 
что принципиально можно использовать для опре-
деления состава. Таким образом, твердый раствор, 
состоящий из двух или нескольких компонентов, 
имеет один тип решетки и представляет собой 
одну фазу. Отсюда следует, что неограниченная 
растворимость возможна только в том случае, 
если исходные компоненты обладают решеткой 
одного типа. Параметры кристаллической решет-
ки твердого раствора линейно зависят от состава 
(правило Л. Вегарда) [4, 5].

Различают твердые растворы замещения, 
внедрения и вычитания. При образовании твер-
дых растворов замещения число атомов или ио-
нов в элементарной ячейке остаётся постоянным. 
Твердые растворы замещения образуются, когда 
один сорт атомов или ионов замещается на дру-
гой, незакономерно (беспорядочно) размещаясь в 
одной и той же атомной позиции в кристалличе-
ской структуре. Неограниченная растворимость 
возможна только в растворах замещения. 

Юм-Розери сформулировал ряд правил для 
образования твёрдых растворов типа замещения 
[6–8]: 

1) размерный фактор. Размеры атомов 
сплавляемых компонентов не должны различать-
ся более чем на 10–15%;. 

2) структурный фактор. Решётки атомов 
растворителя и растворимого вещества должны 
быть изоморфны, т.е. структурно подобны; 

3) валентный фактор. Атомы должны при-
надлежать к одному или соседним столбцам 
в таблице Менделеева, т.е. иметь валентность 
почти одинаковую. Атомы растворимого веще-
ства должны быть гораздо меньше атомов рас-
творителя.
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В твердых растворах внедрения атомы рас-
творенного элемента занимают межузельные 
позиции (пустоты) в решетке растворителя, 
внедряясь между атомами последнего. Твердые 
растворы внедрения образуются только в тех 
условиях, когда диаметр атома растворенного 
элемента невелик, например, в металлах атомы 
C, N, H. В полупроводниках часто встречаются 
случаи, когда растворенный элемент занимает 
частично позиции замещения и позиции внедре-
ния, т. е. имеет место суперпозиция двух типов 
твердых растворов [9].

Если твердый раствор образуется на основе 
соединения, то возможен еще один тип твердых 
растворов – растворы вычитания. В твердых рас-
творах вычитания один из элементов, образующих 
соединение, присутствует в количестве, превыша-
ющем формульное (как бы растворен в соединении 
стехиометрического состава), но при этом занима-
ет в решетке соединения присущие ему позиции, а 
соответствующая часть позиций другого элемента 
остается незанятой (вакантной) [10, 11].

Образование твердых растворов в тройных и 
более сложных системах рассмотрено на частном 
примере образования непрерывных рядов бинар-
ных твердых растворов MI (MoxW1-x)O4 и MII 
(MoxW1-x)O4 c участием молибдатов и вольфра-
матов щелочных (MI) и щелочноземельных (MII) 
элементов [12–15]. Введем необходимые обозна-
чения: n – число компонентов системы, p – число 
систем низшей мерности с бинарными твердыми 
растворами замещения, входящих в ограняющие 
элементы n – компонентной системы, q – число 
всех систем мерности (n–1), входящих в n – ком-
понентную систему. В системах простых классов 
(К||А, где К – катион (катионы), А – анион (анио-
ны)), 3||1, 1||3, 4||1, 1||4, 5||1, 1||5….n||1, 1||n число 
компонентов равно числу систем огранения, т.е. 
n = q. Во взаимных системах классов 2||2 q = n +
+ 1 = 4 (2•2); 2||3, 3||2 q = n + 2 = 6 = (3•2) = (2•3); 
2||4, 4||2 q = n + 3 = 8 (2•4), (4•2).

Рассмотрим условия образования твердых 
растворов для указанных классов n – компонент-
ных систем в зависимости от образования их в 
системах мерностью n–1. 

Тройные системы. Условием образования 
твердых растворов в системах классов 3||1, 1||3 
является образование устойчивых твердых рас-
творов на одной бинарной стороне (p = q – 2 =
= n – 2 = 1), а также близкая топология ликвидуса 
остальных двух двойных систем.

Для тройных систем классов 3||1 и 1||3 без 
соединений и с соединениями фазовые комплексы 
показаны на рис. 1. Если в системе отсутствует 
двойное соединение (см. рис. 1, а, б), то поверх-
ность кристаллизации представлена двумя поля-

Рис. 1. Схема образования непрерывных рядов твердых 
растворов в тройных системах классов 3||1, 1||3: а,б – без 
соединения, в,г – с двумя соединениями конгруэнтного 
плавления на двух боковых сторонах; д,е – с двумя соеди-
нениями инконгруэнтного плавления на боковых сторонах; 
ж, з – с двумя соединениями конгруэнтного плавления на 

двух боковых сторонах

ми кристаллизации: исходных компонентов ВХ 
(АY) и непрерывных рядов твердых растворов 
(без экстремумов) АхВ1-хХ (АХyZ1-y). Системы 
представлены одним симплексом. Пример – си-
стемы M||Cl, MoO4, WO4 (M – Ca, Sr, Ba) [15].

Тройные системы с одним соединением кон-
груэнтного плавления (см. рис. 1, б, в) представ-
лены тремя полями кристаллизации: исходных 
компонентов ВХ (АY) и непрерывными рядами 
твердых растворов на основе исходных компо-
нентов АхС1-хХ (АХyZ1-y) и соединений ABX2 и 
BCX2 (см. рис. 1, в), A2XY и A2YZ (см. рис. 1, г). 
Указанные соединения разбивают треугольники 
составов на два симплекса: AX–ABX2–BCX2–CX 
и BX–ABX2–BCX2 (см. рис. 1, в); AX–A2XY–
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–A2YZ–AZ и AY–A2XY–A2YZ-AZ (см. рис. 1, г). 
Пример – система Na||Cl, MoO4, WO4 [15].

Аналогично тремя полями кристаллизации 
представлены поверхности ликвидусов трой-
ных систем с двумя соединениями инконгру-
энтного плавления на двух боковых сторонах 
(также системы разбиваются на два симплекса, 
см. рис. 1, д, е). Пример – системы M||F, MoO4, 
WO4 (M – Na, K) [15].

В случае, приведенном на рис. 1, ж, з (нали-
чие по два соединения конгруэнтного плавления 
на боковых сторонах AX–BX, BX–CX и AX–AY, 
AY–AZ), поверхности ликвидусов представлены 
четырьми полями кристаллизации: исходных 
компонентов BX (AY), непрерывных рядов твер-
дых растворов исходных компонентов АхС1-хХ 
(АХyZ1-y) и двойных соединений A2BX3 и C2BX3 
(A3X2Y и A3Z2Y), AB2X3 и CB2X3 (A3XY2 и A3Y2Z).

Указанные соединения разбивают остовы со-
ставов на три симплекса: AX–A2BX3–C2BX3–CX 
(AX–A3X2Y–A3Z2Y–AZ), A2BX3–AB2X3–B2CX3–
C2BX3 (A3X2Y–A3XY2–A3Y2Z–A3Z2Y), АB2X3–
BX–B2CX3 (A3XY2–AY–A3Y2Z). Примером 
могут служить системы, в которых две боковые 
стороны тройных систем имеют одинаковую то-
пологию ликвидуса. Аналогично разбиваются на 
симплексы и системы при наличии соединений 
инконгруэнтного плавления. Изменяется лишь 
несколько топология ликвидуса. 

Тройные взаимные системы. Для систем, со-
держащих два катиона и два аниона n = 3, q = 4. 
число систем огранения с непрерывными рядами 
твердых растворов определится соотношением 
p = n – 1 = q – 2 = 2. 

Тройные взаимные системы (2||2) без соеди-
нений представлены одним симплексом (рис. 2, а) 

Рис. 2. Тройные взаимные системы: а – без соединения, б – с двумя соединениями 
конгруэнтного плавления, в – с двумя соединениями инконгруэнтного плавления, 
г – с четырьмя соединениями конгруэнтного плавления, д – с двумя соединениями 
конгруэнтного и двумя соединениями инконгруэнтного плавления, е – с шестью 
соединениями конгруэнтного плавления на противоположных боковых гранях

а                                                    б

в                                                    г

д                                                    е
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Рис. 3. Проекция политермы кристаллизации 
Na,Sr||MoO4,WO4 на квадрат составов 

и поверхность кристаллизации имеет два поля 
непрерывных рядов твердых растворов AXzY1-z 
и ВXtY1-t. 

Наличие соединений конгруэнтного плавле-
ния разбивает остов составов на два симплекса 
(рис. 2, б): AХ–ABX2–ABY2–AY и ABX2–ABY2–
–BY–BX, а поверхность ликвидуса представле-
на тремя полями кристаллизации непрерывных 
рядов твердых растворов исходных веществ 
AXzY1-z , BXtY1-t  и соединений ABX2 и ABY2. 

Аналогичную морфологию имеет ликвидус 
тройной взаимной системы с наличием двух 
соединений инконгруэнтного плавления (см. 
рис. 2, в). Два соединения конгруэнтного плав-
ления на противоположных сторонах разбивают 
квадрат составов на три симплекса (см. рис. 2, г): 
AX–A2BX3–A2BY3–AY, A2BX3–A2BY3–ABY2–
–ABX2 и ABX2–ABY2–BY–BX. Поверхность 
кристаллизации представлена четырьмя полями: 
двумя полями непрерывных рядов твердых рас-
творов между исходными веществами AX и AY, 
BX и BY, а также между однотипными соедине-
ниями – A2BX3 и A2BY3, ABX2 и ABY2.

Аналогичное строение имеет ликвидус си-
стем, в которых на противоположных бинарных 
сторонах по два соединения: одно – конгруэнт-
ного, а другое – инконгруэнтного плавления (см. 
рис. 2, д). При наличии по три двойных соеди-
нения конгруэнтного плавления на противопо-
ложных сторонах квадрат составов разбивается 
на четыре симплекса (см. рис. 2, е): AX–A2BX3–
–A2BY2–AY, A2BX3–A2BY3–ABY2–ABX2, AB2X3–
–AB2Y3–ABY2–ABX2, BX–AB2X3–AB2Y3–BY.

Примером являются системы Na, M|| MoO4, 
WO4 (M-Ca, Sr, Ba). В качестве примера приведе-
на система Na,Sr||MoO4,WO4 (рис. 3) [15].

Поверхность ликвидуса представлена двумя 
полями кристаллизации непрерывных рядов твер-
дых растворов между исходными веществами AX 
и AY, BX и BY и тремя полями кристаллизации 
непрерывных твердых растворов между одно-
типными соединениями (A2BX3 и A2BY3, ABX2 
и ABY2, AB2X3 и AB2Y2). Две боковые системы 
квадрата составов имеют близкое строение лик-
видусов, а две системы образуют непрерывный 
ряд твердых растворов без экстремумов.

Четырехкомпонентные системы. Из четы-
рех тройных систем, входящих в системы классов 
4||1, 1||4, две тройные системы должны иметь 
одинаковую топологию ликвидуса с наличием 
точек нонвариантных равновесий, т.е. число си-
стем с бинарными твердыми растворами будет 
равно p = n – 2 = q – 2 = 2 (n = 4, q = 4) (рис. 4, а): 
AX–CX–DX, AX–BX–CX. Тетраэдр представлен 
тремя объемами кристаллизации – компонентов 
BX, DX и непрерывных рядов твердых растворов 
между AX и CX. 

В случае образования двух соединений кон-
груэнтного плавления ADX2 и CDX2 на двойных 
сторонах AX–DX и CX–DX (см. рис. 4, б) остов 
составов разбивается на два симплекса, в которых 
реализуется как минимальное только моновари-
антное равновесное состояние для линий E1E2 
и E3E4, получаемых пересечением пяти поверх-
ностей кристаллизации.

Объемы кристаллизации тетраэдра пред-
ставлены двумя исходными компонентами DX, 
CX, CХ, двумя рядами непрерывных твердых 
растворов между исходными веществами AX 
и соединения ADX2 и CDX2. Практически ана-
логичное строение в проекции на плоскость 
имеет четырехкомпонентная система с соедине-
ниями инконгруэнтного плавления (см. рис. 4, 
в). Образование по два двойных соединения на 
противоположных боковых двойных сторонах 
остова составов (см. рис. 4, г) разбивает тетра-
эдр на три симплекса AX–BX–A2CX3–A2DX3, 
A 2 C X 3 – A 2 D X 3 – B X – A D 2 X 3 – A C 2 X 3 , 
AD2X3–AC2X3–BX–CX–DX, в которых реали-
зуются только ди- и моновариантные равновес-
ные состояния. В целом тетраэдр представлен 
двумя объемами кристаллизации компонентов 
AХ, BX и тремя объемами кристаллизации 
бинарных непрерывных рядов твердых раство-
ров: между CX и DX, AD2X3 и AС2X3, A2DX3 
и A2CX3. Примером служит секущий сфеноид 
(NaCl)2–(KCl)2–CaMoO4–CaWO4 [16–23].

Четырехкомпонентные взаимные системы. 
Обозначим число тройных систем, входящих 
в четырехкомпонентную взаимную, через m, а 
тройных взаимных – через l, т.е. m + l = q. Для 
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систем классов 2||3 число тройных систем с 
непрерывными рядами бинарных твердых рас-
творов должно быть равно 2, тройных взаимных 
систем –1. Общее число систем с твердыми 
растворами равно 3. Для класса 3||2 число трой-
ных систем с близкой морфологией ликвидуса 
равно 2, а число тройных взаимных систем с не-
прерывными рядами бинарных твердых раство-
ров равно 3, т.е. общее число систем с твердыми 
растворами также равно 3. 

В четырехкомпонентных взаимных систе-
мах (3||2, 2||3) без соединений в случае наличия 
эвтектик в тройных системах (рис. 5, а) призма 
составов представлена тремя объемами кристал-
лизации непрерывных рядов твердых растворов 
между веществами AX и AY, BX и BY, CX и CY.

Если тройные эвтектики образуются в двух 
смежных тройных взаимных системах A,B||X,Y; 

A,C||X,Y, а в одной тройной взаимной системе 
B,C||X,Y и двух тройных системах A,B,C||X и 
A,B,C||Y образуются непрерывные ряды твер-
дых растворов, то призма составов представ-
лена двумя симплексами AY–AX–BX–CX и 
AY–BX–CX–CY–BY, соединенными стабиль-
ным треугольником AY–BX–CX (см. рис. 5, б). 
В целом призма составов представлена двумя 
объемами кристаллизации компонентов AX, AY 
и двумя объемами кристаллизации непрерывных 
рядов твердых растворов BX и CX, BY и CY.

Образование двух соединений конгруэнт-
ного плавления BCX2 и BCY2 (см. рис. 5, в) на 
противоположных сторонах тройной взаимной 
системы B,C||X,Y приводит к разбиению призмы 
составов на два симплекса (шестивершинника) 
AX–BX–BCX2–BCY2–AY–BY и AX–BCX2–CX–
–CY–BCY2–AY, в которых на линиях моновари-

Рис. 4. Четырехкомпонентные системы (классы 4||1, 1||4): а – без соединения, б – с двумя 
соединениями конгруэнтного плавления, в – с двумя соединениями инконгруэнтного 

плавления, г – с четырьмя соединениями конгруэнтного плавления
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антных равновесий E1E3 и E2E4 могут кристал-
лизоваться по три твердые фазы. 

Призма имеет три объема кристаллизации: 
непрерывных рядов твердых растворов исходных 
веществ AX и AY, BX и BY, CX и CY и один объ-
ем кристаллизации непрерывного ряда твердых 
растворов соединений BCX2 и BCY2.

В случае двух соединений конгруэнтного 
плавления ABX2 и ACX2 (см. рис. 5, г) на двой-
ных сторонах AX–BX, AX–CX тройной системы 
A,B,C||X призма составов разбивается на три 
симплекса: AX–ABX2–ACX2–AY (тетраэдр), 
AY–ABX2–BX–CX–ACX2 (пятивершинник) и 
AY–BX–CX–CY–BY (пятивершинник). Призма 
составов представлена двумя объемами кристал-
лизации исходных компонентов AX, AY и тремя 
объемами кристаллизации непрерывных рядов 
твердых растворов между BX и CX, BY и CY, 
ABX2 и ACX2.

Возможны и другие варианты образования 
непрерывных рядов твердых растворов в четырех-
компонентных системах. Примером указанных си-

Рис. 5. Четырехкомпонентные взаимные системы (класс 3||2, 2||3): а, б – без соединения, 
в, г – с двумя соединениями конгруэнтного плавления

стем являются следующие: K,Ca||Cl,MoO4,WO4, 
Na,K,Ca||MoO4,WO4, Na,Ca||Cl,MoO4,WO4, систе-
ма Na,Sr || Cl,MoO4,WO4 (рис. 6) [24–26].

Рис. 6. Схема объемов кристаллизации системы 
Na,Sr || Cl,MoO4,WO4

И. К. Гаркушин и др. Образование непрерывных рядов твердых растворов в солевых системах

Na2WO4

Na2MoO4(NaCl2)

SrCl2 SrMoO4

SrWO4



Научный отдел274

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Химия. Биология. Экология. 2018. Т. 18, вып. 3

Пятикомпонентные системы. Для классов 
систем 5||1, 1||5 для образования твердых рас-
творов необходимо образование их в трех четы-
рехкомпонентных системах p = n – 2 = q – 2 = 3, 
n = 5, q = 5. 

Однако, как показали эксперименталь-
ные исследования методом ДТА стабиль-
ных пентатопов пятикомпонентных взаим-
ных  систем  Na,K,Ca| |Cl,MoO4,WO4 [27], 
Na,K,Ba||Cl,MoO4,WO4 [28], для образования 
твердых растворов достаточно образование их в 
двух четырехкомпонентных системах: p = n – 3 =
= q – 3 = 2.

Пятикомпонентные взаимные системы. 
Класс 4||2. Общее число систем q’ = m’ + l’, где 
m’ – число систем класса 4||1 и l’ – число систем 
класса 3||2, q’ = 4 + 2 = 6. Для класса 2||4 q’ = 2 +
+ 4 = 6 (m’ = 2, l’ = 4). Число систем с твердыми 
растворами p = n – 1 = q – 2 = 4 (n = 5, q  = 6). 
р = 4, если m’ = 2 и l’ = 2 (для классов 2||4 и 4||2). 

Пятикомпонентные взаимные системы. 
Класс 3||3. Условием образования непрерыв-

ных рядов твердых растворов будет p = n – 1 = 
= q – 2 = 4 (n = 5, q = 6). Конкретно по классам 
четырехкомпонентных взаимных систем: p = 4 
при m’ = 1 (класс 3||2) и l’ = 3 (класс 2||3). В этом 
случае общее число систем класса 3||2 равно 3 и 
q’ = m’ + l’ = 3 + + 3 = 6. 

Примером  таких  систем  могут  слу-
жить системы Na,K,Ca||Cl,MoO4,WO4 [27], 
Na,K,Ba||Cl,MoO4,WO4, Na,K,Ba||F,MoO4, WO4 [28].

Так, в системе Na,K,Ca||Cl,MoO4,WO4 две 
четырехкомпонентные системы с наличием точек 
нонвариантных равновесий (Na,K,Ca||Cl,MoO4 
и Na,K,Ca||Cl,WO4) и четыре системы с образо-
ванием непрерывных рядов бинарных твердых 
растворов на основе компонентов и соединений 
(Na,K||Cl,MoO4,WO4; Na,Ca||Cl,MoO4,WO4; 
K,Ca||Cl,MoO4,WO4; Na,K,Ca||MoO4,WO4). 

Таким образом, общим условием образо-
вания непрерывных рядов твердых растворов в 
n-компонентных системах в зависимости от об-
разования их в (n–1) – компонентных системах 
являются условия, которые сведены в таблицу.

Условия образования непрерывных рядов твердых растворов в n-компонентных системах

Число 
компонентов, n

Класс систем n||A
(n – катион, 
A – анион)

Общее число 
систем мерностью

n – 1, q

Число 
солей n•A

Число систем 
с твердыми 
растворами, p

Число систем огранения 
с нонвариантными 

точками, q–p
3 1||3 3 3 1 2
3 2||2 4 4 2 2
4 1||4 4 4 2 2
4 3||2, 2||3 5 6 3 2
5 1||5 5 5 3 2
5 3||3 6 9 4 2
5 4||2, 2||4 6 8 4 2

Однако бывают случаи, когда ликвидусы 
двойных систем различны по морфологии, 
например, с разным числом соединений (с од-
ним соединением) ABX2 (рис. 7, а); B2XY (см. 
рис. 7, б); с двумя соединениями A2XY, A2X2Y 
на стороне AX–AY и одним B2XY на другой 
стороне BX–BY (см. рис. 7, в), при образовании 
устойчивых бинарных твердых растворов между 
компонентами и соединениями появляются точки 
выклинивания. Возможно образование, в редких 
случаях, двух точек выклинивания при одинако-
вой морфологии ликвидусов двойных систем (см. 
рис. 7, г). Примером такого типа систем являются 
следующие: СsNO2–Ba(NO2)2–TlNO2; KF–CaF2–
–SrF2; NaF–Na2SO4–Na2CO3 [16]; Li,Sr||Cl,Br; 
K||Cl,ClO3,NO3; Cs,Cd||Br,I; Сs,Pb| |Cl,Br; 
K,Pb||Br,I; Li,Na||SO4,CrO4; Li,Rb||NO2,NO3; 
K,Rb||F,CO3; K,Rb||F,CO3; Li,Na||CrO4,WO4 [21].

Возможны варианты, когда в тройных, 
тройных взаимных и более сложных системах 
имеются области расслаивания в жидкой фазе. 
Некоторые варианты образования одной (рис. 8, 
а) и двух областей расслаивания (см. рис. 8, б, 
в, г) с устойчивыми бинарными твердыми рас-
творами в тройных системах показаны на рис. 8. 
В качестве примера трехкомпонентных систем 
с расслоением в жидкой фазе можно привести 
следующие: LiF–Li2WO4–KBr, LiF–NaBr–KBr, 
LiF–NaF–KBr, LiF–NaBr–RbBr, LiF–NaF–RbBr, 
LiF–NaBr–CsBr, LiF–NaF–CsBr [20]. В этом 
случае поверхность ликвидуса представлена 
двумя полями кристаллизации компонента – 
AY и непрерывных рядов твердых раство-
ров между AX и AZ. В поле кристаллизации 
одного компонента (BX) существует область 
расслоения. 
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Однако если в расплаве содержатся либо 
катионы, либо анионы, близкие или меньше 
по ионному радиусу катионов (анионов), кри-
сталлизующихся в виде твердых растворов, 
может происходить образование ограниченной 
растворимости (разрыв сплошности бинарных 
твердых растворов), т.е. распад твердых рас-
творов с образованием эвтектических (рис. 9, 

Рис. 7. Ликвидусы тройных и тройных взаимных систем с выклиниванием одного 
(а, б) и двух (в, г) соединений конгруэнтного плавления

Рис. 8. Ликвидусы систем с областями расслаивания 
одной (а) и двумя (б,в,г)

Рис. 9. Тройные системы с распадом бинарных твердых 
растворов с минимумом внутри тройных систем

И. К. Гаркушин и др. Образование непрерывных рядов твердых растворов в солевых системах

а                                                    б

в                                                      г
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б, в, г, д) и перитектических (рис. 9, е) точек 
нонвариантных равновесий. 

В результате анализа топологических 
стру к тур систем из трех и более компонентов 
с участием галогенидов, сульфатов, хроматов, 
молибдатов, вольфраматов и других солей была 
выявлена следующая закономерность: количе-
ство систем огранения мерностью n–1 с нали-
чием точек нонвариантных равновесий должно 
быть всегда равным 2. Топологический анализ 
позволяет провести прогнозирование фазовых 
диаграмм состояния с непрерывными рядами 
твердых растворов. 

C увеличением числа компонентов (n =
= 5, 6 и т.д.) m может равняться 3, 4 и т.д., т.е. в 
таких системах наблюдается «нивелирование» 
(вырождение) ликвидуса. Это подтверждено 
экспериментальным исследованием стабильных 
пентатопов систем Na,K,Ba||Cl,MoO4,WO4 [27], 
Na,K,Ca||Cl,MoO4,WO4 [28]. В этих с истемах 
значительными гиперобъемами и гиперплоско-
стями кристаллизации представлены твердые 
растворы между молибдатами и вольфраматами 
щелочноземельных металлов. 
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Formation of continuous series of solid solutions in ternary and 
more component systems (reciprocal systems) without extremum 
in liduidus of binary systems, consist of metals, oxides, salts has 
been devoted to a considerable number of works. Solid solutions 
are solid two- or multicomponent homogeneous systems of variable 
composition (for example, type А xB1-x), in which atoms or ions of 
components, mixing in different ratios (0 <x <1), form a common 
crystal lattice, characteristic of one of components. Systems in 
which the isostructural components are composed, as a rule, form 
a continuous series of solid solutions because of unlimited solubility 
in the solid state. The quantity x in this case is not limited to. The 
region of existence of bounded (boundary) solid solutions (solubility 
is limited) on the phase diagram has concentration limits that depend 
on temperature. The theoretical analysis of the conditions for the 
formation of continuous series of solid solutions in n-component 
systems (three or more component ones) depending on the forma-
tion of binary solid solutions in n-1 systems is given in this paper. 
Specific examples of systems including molybdates, tungstates, 
halides of alkaline and alkaline-earth elements are given.
Key words: continuous series of binary solid solutions, ternary 
system, multicomponent system, molybdates, tungstates, halides 
of s1- and s2-elements.
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ТОПОЛОГИЧЕСКАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ ФАЗОВОЙ ДИАГРАММЫ 

РАЗРЕЗА 2 ТЕТРАЭДРА СОСТАВА ЧЕТВЕРНОЙ СИСТЕМЫ 

НИТРАТ КАЛИЯ – ВОДА – ПИРИДИН – МАСЛЯНАЯ КИСЛОТА 

В ИНТЕРВАЛЕ 5–60°С
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Визуально-политермическим методом в интервале 5–60°С ис-
следованы фазовые равновесия и критические явления в смесях 
компонентов разреза 2 тетраэдра состава четверной системы 
нитрат калия–вода–пиридин–масляная кислота, включающей 
тройную жидкостную систему с замкнутой бинодальной кривой. 
Впервые предложена методика, позволяющая найти координаты 
конечной точки критической ноды монотектического состояния в 
четверных системах соль–три растворителя. Изотермы фазовых 
состояний системы, построенные на плоскости треугольников 
разреза при двенадцати температурах, позволили выявить топо-
логическую трансформацию фазовой диаграммы разреза тетра-
эдра состава с изменением температуры.
Ключевые слова: четверные системы соль–три растворите-
ля, нитрат калия, пиридин, масляная кислота, топологическая 
трансформация фазовой диаграммы, равновесие жидкость–
жидкость–твердое, равновесие жидкость–жидкость, визуально-
политермический метод, высаливание, критическая нода моно-
тектики.

DOI: 10.18500/1816-9775-2018-18-3-278-284

В экстракционной практике все большее при-
менение находят нетрадиционные экстракцион-
ные тройные системы [1]. Они являются перспек-
тивными в процессах экстракции комплексных 
соединений металлов с целью их разделения и 
концентрирования [2–4]. Одним из главных до-
стоинств таких систем является отсутствие среди 
компонентов легколетучих и горючих раствори-
телей, что повышает безопасность их проведения 
и снижает экологическую нагрузку на окружа-
ющую среду. В этих системах в определенном 

температурном интервале существует замкнутая 
область расслоения, возникновение которой 
Р. В. Мерцлин [5] и его последователи [6–8] свя-
зывают с химическим взаимодействием между 
компонентами одной из трех двойных погра-
ничных систем. Введение солей-высаливателей 
в смеси компонентов таких систем способствует 
оптимизации экстракционного процесса за счет 
увеличения размеров объема двух жидких фаз.

Ранее нами [9] проведен обзор литературы 
по влиянию неорганических солей на фазовое 
поведение тройных систем с замкнутой областью 
расслоения. Установлено, что вопрос о тополо-
гической трансформации фазовой диаграммы 
возникающей четверной системы с изменением 
температуры остается малоизученным. Нами 
были исследованы фазовые равновесия и кри-
тические явления в двух четверных системах 
хлорид (нитрат) калия – вода – пиридин – мас-
ляная кислота, включающих тройную систему 
вода–пиридин–масляная кислота с замкнутой 
областью расслоения [9, 10], для выяснения топо-
логической трансформации их фазовых диаграмм 
при изменении температуры. Установлено, что 
обе соли обладают высаливающим действием 
на водно-органические смеси. Сравнение полу-
ченных данных позволило сделать вывод о более 
слабом высаливающем действии нитрата калия 
по сравнению с хлоридом калия [10].

В четверной системе нитрат калия – вода – 
пиридин – масляная кислота был исследован один 
разрез тетраэдра состава, пересекающий только 
объемы фазовых состояний с наличием твердой 
фазы [10]. Настоящая работа посвящена поли-
термическому изучению фазовых равновесий 
и критических явлений в смесях компонентов 
разреза 2 четверной системы нитрат калия – 
вода – пиридин – масляная кислота с целью вы-
явления закономерностей топологической транс-
формации объемов двухжидкофазных состояний 
и линий критических точек в объеме тетраэдра 
состава с изменением температуры.

В четверную систему нитрат калия – вода – 
пиридин – масляная кислота входят четыре со-
ставляющих тройных системы: вода–пиридин–

 © Черкасов Д. Г., Чепурина З. В., Ильин К. К., 2018



Химия 279

масляная кислота, нитрат калия–вода–пиридин, 
нитрат калия–вода–масляная кислота, нитрат 
калия – пиридин – масляная кислота. Раствори-
мость компонентов и фазовые равновесия в этих 
системах кратно охарактеризованы в [10] .

Материалы и методы

Используемые в работе растворители под-
вергали тщательной очистке, как описано в [11]. 
Растворители идентифицировали по температуре 
кипения, показателю преломления и плотности; 
их физические константы хорошо согласовались 
со справочными данными [12]. В работе ис-
пользовали нитрат калия квалификации «ч.д.а.», 
дополнительно перекристаллизованный, тонко 
растертый и высушенный в вакууме над оксидом 
фосфора (V) при 100оС до постоянной массы. 
Отсутствие влаги в соли контролировали термо-
гравиметрическим анализом. Подготовленные 
препараты пиридина, масляной кислоты и соли 
хранили над прокаленным хлоридом кальция в 
эксикаторах, защищенных от прямого воздей-
ствия световых лучей.

Изучение фазовых равновесий в смесях 
компонентов четверной системы проводили 
визуально-политермическим методом [13], а со-
ставы растворов, соответствующие критическим 
точкам растворимости и критическим точкам 
критических нод, определяли методом отношения 
объемов жидких фаз [14]. Методика обработки 
результатов политермического исследования и 
построения изотермических фазовых диаграмм 
разреза четверной системы кратко изложена в 
[9]. Относительная погрешность определения 
составов смесей, отвечающих точкам фазовых 
переходов, составила ±0.5%.

Фазовые равновесия и критические явления 
в смесях компонентов изучали по четырнадцати 
сечениям треугольника разреза 2 тетраэдра со-
става указанной четырехкомпонентной системы 
в интервале температур от 5 до 60°С. Разрез 
был проведен через ребро тетраэдра состава 
пиридин–масляная кислота и точку ребра вода–
нитрат калия, отвечающую 25.00 мас.% соли 
(рис. 1). Выбор положения разреза определялся 
тем, чтобы он пересекал объемы жидкофазных 
состояний, а также объемы фазовых состояний с 
наличием твердой фазы. Кроме того, плоскость 
разреза должна пересечь критические ноды 
монотектических состояний и линию критичес-
ких точек растворимости, проходящую по по-
верхности двухжидкофазного объема, что позво-
лит выявить топологическую трансформацию 
этих фазовых состояний с изменением темпе-
ратуры. 
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Рис. 1. Схематическое положение разреза 2 и 
сечений на плоскости разреза в тетраэдре со-
става четверной системы нитрат калия–вода–

пиридин–масляная кислота

Результаты и их обсуждение

Четырехкомпонентные смеси по сечениям 
I–IX изучаемого разреза (см. рис. 1) характери-
зовались переменным содержанием смеси соли 
с водой указанного состава и постоянным для 
каждого сечения соотношением масс пиридина и 
масляной кислоты: 10:90(I), 20:80(II), 35:65(III), 
50:50(IV), 65:35(V), 80:20(VI), 92:8(VII), 
97:3(VIII), 99:1(IX). Смеси компонентов по се-
чениям X и XI треугольника разреза (см. рис. 1) 
характеризовались переменным соотношением 
масс пиридина и масляной кислоты и постоянным 
для каждого сечения содержанием смеси нитра-
та калия с водой: 50.00 мас.% (X), 65.00 мас.% 
(XI). В смесях компонентов осуществлялись 
следующие фазовые состояния: монотектическое 
равновесие ℓ1+ℓ2+S, насыщенные растворы ℓ+S, 
расслоение ℓ1+ℓ2 и ненасыщенные растворы ℓ. 
Твердая фаза (S) при всех температурах интервала 
исследования отвечала по составу индивидуаль-
ной соли (нитрат калия). В качестве примера на 
рис. 2 представлены политермы сечений VI, VII, 
X и XI. На сечении VI найдена критическая точка 
растворимости равновесия жидкость–жидкость 
(обозначена большим кружком и буквой К).

Для определения зависимостей составов 
смесей, отвечающих критическим точкам крити-
ческой ноды K’S и критическим точкам раство-
римости K’, от температуры были исследованы 
смеси компонентов дополнительных сечений, 
характеризующиеся переменным содержанием 
смеси соли с водой указанного состава и по-
стоянным для каждого сечения соотношением 
масс пиридина и масляной кислоты: 52.0:48.0, 
58.0:42.0, 63.9:36.1, 66.5:33.5, 72.3:27.7, 73.6:26.4, 
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76.00:24.00. При политермическом изучении 
фазовых равновесий в смесях компонентов по 
сечениям II–IX и XI определяли координаты то-
чек контакта четырех полей фазовых состояний 
ℓ, ℓ+S, ℓ1+ℓ2, ℓ1+ℓ2+S (см. рис. 2). Используя 
полученные результаты, были построены зависи-
мости содержания пиридина в смеси с масляной 
кислотой, а также смеси пиридина с масляной 
кислотой для четырехкомпонентных смесей (точ-
ки контакта) от температуры (рис. 3). 

В этих координатах также построили зави-
симости содержания смеси пиридина и масляной 
кислоты, а также пиридина в смеси с масляной 
кислотой (см. рис. 3) в четырехкомпонентных 
смесях, отвечающих критической точке K’S 
критической ноды объема монотектического со-
стояния ℓ′1+ℓ′2+S и критической точке раствори-
мости K’ области расслоения ℓ′1+ℓ′2 (см. рис. 3, 
кривая K’S – K’(S) – K’, светлые кружки), от 
температуры. Построенные кривые имеют точку 
пересечения при 43.6°С (обозначена большим 
черным кружком и надписью K’(S)), которая 
разделяет кривые критических точек, принад-
лежащих критической ноде K’S (кривая K’S –
K’(S)) и линии критических точек растворимости 
(кривая K’(S) – K’). Таким образом, в интервале 
5.5–43.6°С плоскость разреза пересекает поверх-
ность, возникающую при движении критической 
ноды K’S в четырехмерной температурно-концен-
трационной призме изучаемой четверной системы.

Образующаяся в этой же призме поверх-
ность критических точек растворимости K’ будет 
пересекаться плоскостью разреза в интервале 
43.6–63.2°С. Следовательно, при 43.6°С плос-

Рис. 3. Зависимости содержания смеси масляной кислоты и 
пиридина, а также пиридина в смеси с масляной кислотой 
в четырехкомпонентных смесях, отвечающих критической 
точке K’S критической ноды объема монотектического 
состояния ℓ′1+ℓ′2+S и критической точке растворимос-
ти K’ области расслоения ℓ′1+ℓ′2 (кривая K’S – K’(S) – K’,
светлые кружки), точкам контакта четырех полей фазовых 
состояний по сечениям II–IX (черные кружки) от темпе-
ратуры в разрезе 2 тетраэдра состава четверной системы 

нитрат калия–вода–пиридин–масляная кислота

Рис. 2. Политермы фазовых состояний четверной системы нитрат калия – вода – пиридин – масляная кислота по се-
чениям VI, VII, X и XI разреза 2 тетраэдра состава

кость разреза проходит через конечную точку 
критической ноды K’S. Построенные на рис. 3 
зависимости позволили нам найти состав жидкой 
фазы (конечную точку) критической ноды моно-
тектического состояния, а также температуру ее 

t,°C t,°C t,°C t,°C

t,°C t,°C
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появления в изучаемом разрезе. Таким образом, 
нами впервые предложена методика, позволяю-
щая найти координаты жидкой фазы (конечную 
точку) критической ноды монотектического со-
стояния в четверных системах. 

Для определения зависимости составов 
смесей, отвечающих критическим точкам кри-
тической ноды K1S монотектического состоя-
ния, от температуры были исследованы смеси 
компонентов двух дополнительных сечений, 
характеризующиеся переменным соотношением 
масс пиридина и масляной кислоты и постоянным 
для каждого сечения содержанием смеси нитрата 
калия с водой: 73.1 и 74.0 мас.%. Зависимости 
содержания смеси пиридина с масляной кисло-
той и пиридина в смеси с масляной кислотой в 
критических растворах, соответствующих крити-
ческой ноде К1S, от температуры представлены 
на рис. 4. Эти кривые начинаются при 18.0°С в 
точке, принадлежащей критической ноде моно-
тектического состояния в тройной системе нитрат 
калия–вода–масляная кислота. 

Результаты политермических исследований 
использовали для построения изотермических 
фазовых диаграмм разреза при двенадцати тем-
пературах: 5.0, 18.0, 25.0, 26.2, 30.0, 35.0, 40.0, 
43.6, 47.2, 50.0, 52.0 и 60.0°С (рис. 5–9). Топо-
логическая трансформация фазовой диаграммы 
разреза 2 в интервале 5.0–22.0°С (например, 
изотермы при 5.0 и 18.0°С на рис. 5) аналогична 
рассмотренной для разреза 1 [10], посколь-
ку значение растворимости нитрата калия в 
этом интервале температур меньше 25 мас.% и 
разрез 2 пересекает в тетраэдре состава только 
объемы фазовых состояний с наличием твердой 
фазы (ℓ+S, ℓ′1+ℓ′2+S). С повышением температу-
ры растворимость нитрата калия в воде возрас-
тает и выше 22.0°С она больше 25 мас.% [15]. 

В температурно-концентрационной призме 
тройной системы нитрат калия–вода–масляная 
кислота, как показали наши исследования, выше 
18.0°С (см. рис. 5) развивается объем монотекти-
ческого состояния. Поэтому на изотерме разреза, 
например при 25.0°С (см. рис. 5), это отража-
ется увеличением размеров поля монотектики 
ℓ′1+ℓ′2+S, которое примыкает к стороне треу-
гольника состава, отвечающей системе нитрат 
калия–вода–масляная кислота. Кроме того, появ-
ляется небольшое поле гомогенных растворов ℓ2, 
примыкающее к вершине треугольника разреза 
(KNO3+H2O). С повышением температуры раз-
меры полей монотектики ℓ′1+ℓ′2+S и гомогенных 
растворов ℓ2 увеличиваются, и при 26.2°С на изо-
терме разреза (см. рис. 5.) происходит их контакт 
в точке (обозначена черным кружком) на стороне 

Д. Г. Черкасов и др. Топологическая трансформация фазовой диаграммы разреза 2 тетраэдра 

Рис. 4. Зависимости содержания смеси пиридина с мас-
ляной кислотой и пиридина в смеси с масляной кислотой 
в критических растворах, соответствующих критической 
ноде К1S монотектического состояния, от температуры 
в разрезе 2 тетраэдра состава четверной системы нитрат 

калия–вода–пиридин–масляная кислота

треугольника разреза (KNO3 + H2O) – С4Н8О2. 
При этой температуре в плоскость разреза входит 
точка, соответствующая составу жидкой фазы ℓ2 
монотектического состояния в тройной системе 
нитрат калия–вода–масляная кислота. Поэтому 
на изотермах разреза при более высоких тем-
пературах (например, при 30.0, 35.0 и 40.0°С, 
см. рис. 6 и 7) появляется поле расслоения ℓ′1+ℓ′2. 
Оно контактирует одновременно с полями моно-
тектики ℓ′1+ℓ′2+S, насыщенных ℓ2+S и гомоген-
ных ℓ2 растворов в одной точке (на изотермах 
обозначены зачерненным кружком). 

С повышением температуры (см. рис. 6 и 
7) размеры полей ℓ′1+ℓ′2 и ℓ2 увеличиваются, 
критическая точка K’S критической ноды моно-
тектики приближается к точке контакта четырех 
полей (черный кружок). Из политермических 
данных (см. рис. 3) было установлено, что при 
43.6°С плоскость разреза проходит через состав 
жидкой фазы (конечную точку) критической 
ноды K’S. Очевидно, при данной температуре 
точка контакта четырех полей фазовых состо-
яний (черный кружок) сольется с критической 
точкой K’S критической ноды монотектики. На 
изотерме разреза при 43.6°С (см. рис. 7) эта точка 
обозначена как K’(S).

При температурах, более высоких, чем 
43.6°С, плоскость разреза пересекает линию 
критических точек растворимости K’, проходя-
щую по поверхности двухжидкофазного объ-
ема. Например, на изотерме разреза при 47.2°С 

t,°Ct,°C
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Рис. 5. Изотермы фазовых состояний четверной системы нитрат калия–вода–пиридин–масляная 
кислота в разрезе 2 при 5.0,18.0, 25.0 и 26.2°С

Рис. 6. Изотермы фазовых состояний четверной 
системы нитрат калия–вода–пиридин–масляная 

кислота в разрезе 2 при 30.0 и 35.0°С

Рис. 7. Изотермы фазовых состояний четверной 
системы нитрат калия–вода–пиридин–масляная 

кислота в разрезе 2 при 40.0 и 43.6°С
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(см. рис. 8), на линии фазового перехода ℓ′1+ℓ′2Dℓ2 
существует критическая точка растворимости K’. 
При этой температуре на диаграмме изученной 
нами тройной системы нитрат калия–вода–пи-
ридин существует монотектический треугольник 
ℓ1+ℓ2+S с примыкающими к нему полями на-
сыщенных растворов ℓ+S и двухжидкофазного 
состояния ℓ1+ℓ2. 

При 47.2°С в плоскость исследуемого разре-
за входит точка контакта четырех полей фазовых 
состояний (гомогенного, насыщенного, рассло-
ения и монотектики), которая обозначена чер-
ным кружком на стороне треугольника разреза 
(KNO3 + H2O) – C5H5N. С повышением тем-
пературы на фазовой диаграмме этой тройной 
системы увеличиваются размеры полей рассло-
ения и монотектики вследствие возрастания вы-
саливающего действия нитрата калия на водные 
растворы пиридина. В результате на изотерме 
разреза при 50.0°С (см. рис. 8) появляются не-
большие поля двух новых фазовых состояний – 
двухжидкофазного ℓ1’’+ℓ2’’ и монотектического 
ℓ1’’+ℓ2’’+S. 

С дальнейшим повышением температуры 
объемы монотектики и двухжидкофазного состоя-

ния, примыкающие к грани тетраэдра состава ни-
трат калия–вода–пиридин, продвигаются вглубь 
тетраэдра. В результате увеличиваются размеры 
полей фазовых состояний ℓ1’’+ℓ2’’ и ℓ1’’+ℓ2’’+S 
на плоскости разреза (изотерма при 52.0°С, 
см. рис. 9), и две точки контакта четырех полей 
фазовых состояний сливаются в единую точку 
(обозначена черным кружком).

С повышением температуры объемы моно-
тектик ℓ1’+ℓ2’+S и ℓ1’’+ℓ2’’+S, а также двухжид-
кофазных состояний ℓ1’+ℓ2’ и ℓ1’’+ℓ2’’ объединя-
ются внутри тетраэдра состава, что отражается 
на изотермической диаграмме разреза при 60.0°С 
образованием полей ℓ1+ℓ2+S и ℓ1+ℓ2 (см. рис. 9).

Таким образом, анализ и обобщение полу-
ченных результатов позволили выявить картину 
топологической трансформации фазовой диа-
граммы изученного разреза четверной системы 
нитрат калия–вода–пиридин–масляная кислота 
при изменении температуры, а также подтвердить 
фрагмент варианта ранее предложенной схемы 
топологической трансформации фазовых диа-
грамм четверных систем соль–три растворителя, 
включающей тройную жидкостную систему с 
замкнутой областью расслоения.

Д. Г. Черкасов и др. Топологическая трансформация фазовой диаграммы разреза 2 тетраэдра 

Рис. 9. Изотермы фазовых состояний четверной 
системы нитрат калия–вода–пиридин–масляная 

кислота в разрезе 2 при 52.0 и 60.0°С

Рис. 8. Изотермы фазовых состояний четверной 
системы нитрат калия–вода–пиридин–масляная 

кислота в разрезе 2 при 47.2 и 50.0°С
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Одним из интенсивных источников загряз-
нения окружающей среды является нефтедобы-
вающая и нефтеперерабатывающая отрасли про-
мышленности. Загрязнение воды нефтепродуктами 
происходит как при добыче и транспортировке 
нефти, так и при ее переработке. Вследствие 
низкой растворимости в воде накопление нефти и 
нефтепродуктов происходит в первую очередь на 
поверхности водоемов. В этой связи ликвидация 
разливов нефти и нефтепродуктов с поверхности 
водоемов занимает особое место в экологической 
защите населения и охране окружающей природ-
ной среды.

К настоящему времени для очистки воды от 
нефти и нефтепродуктов используют различные 
методы, среди которых наиболее перспективны 

сорбционные методы с использованием сорбентов 
на основе полимерного сырья синтетического, 
искусственного и природного происхождения. 
Основными требованиями, предъявляемыми к 
полимерным сорбентам, позволяющим при ми-
нимальных затратах максимально эффективно 
ликвидировать последствия разливов нефти и 
нефтепродуктов на акваториях и избежать эко-
логической катастрофы [1–3], являются: гидро-
фобность, высокая нефтеёмкость, плавучесть 
(способность удерживаться на поверхности воды), 
способность к удерживанию нефти при удалении 
сорбента с акватории, легкость утилизации или 
биоразлагаемость, устойчивость к разрушению 
в водной среде, возможность многократной реге-
нерации, простота эксплуатации, эффективность 
работы в широком диапазоне температур, неток-
сичность и оптимальная стоимость.

В обзоре [4] систематизированы литературные 
источники до 2004 г. по адсорбентам, использу-
емым для ликвидации разливов нефти и нефте-
продуктов на водной поверхности. Наибольшее 
распространение на данный период получили ма-
териалы на основе пенополиуретанов, микробалло-
нов термореактивных смол, нетканых волокнистых 
материалов из полиэтилен-полипропиленовых 
термопластов, волокнистых носителей из смеси 
алкилкарбоновых соединений с полибутадиеном 
либо окисленных целлюлозосодержащих продук-
тов. Для удешевления производства сорбентов в их 
состав предложено вводить отходы льнопроизвод-
ства, хлопкового прядильного производства и др.

В обзорной работе [5] рассмотрены осо-
бенности процессов очистки воды от нефти и 
нефтепродуктов полимерными сорбентами на 
основе пенополистирола (гранулы, волокно), 
измельченных шин, каучуковой крошки, карба-
мидоформальдегидной (куски, порошок) и фе-
нолформальдегидной смолы (порошок), поролона 
(листовой, гранулированный), синтепона, лавсана 
(волокно). Показано влияние на эффективность 
удаления нефтепродуктов из природных и сточ-
ных вод свойств и структуры этих материалов.

В настоящей работе приведен обзор поли-
мерных нефтесорбентов, разработанных и ис-
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следуемых в РФ в последние 15 лет. Рассмотрим 
сначала коммерчески доступные полимерные 
сорбенты, предназначенные для сбора нефти и 
нефтепродуктов с поверхности водоемов.

Сорбенты на основе вспененных 
карбамидоформальдегидных смол
Приведенный в работе [6] анализ россий-

ского рынка сорбционных материалов нефте-

продуктов показал, что среди полимерных сор-
бентов первое место занимает «Униполимер-М», 
второе – «Униполимер-Био» [7] (рис. 1). Они 
изготовлены из вспененных (карбамидоформаль-
дегидных смол с включением добавок различной 
химической природы (разработка ООО НПП 
«Сибэкосорб СФУ» Сибирского федерального 
университета г. Красноярск). 

Рис. 1. Диаграмма структуры рыночных долей основных видов сорбентов нефтепродуктов на 
российском рынке [6]

Сорбент «Униполимер-М» производится в 
соответствии с технологией, защищенной патен-
тами РФ [8, 9]. Включен в региональную целевую 
программу «Аварийный запас 2016–2020 гг.», под 
руководством Сибирского и Северо-Западного 
региональных Центров МЧС. Развитая пористая 
поверхность сорбента позволяет за короткое вре-
мя поглощать значительное количество нефти и 
нефтепродуктов, устраняя возможность расши-
рения масштабов загрязнения. Степень очистки 
воды от нефти составляет 98–99.5%, сорбци-
онная емкость – 43–67 г/г (г нефтепродукта на 
г сорбента), скорость сорбции – 0.8–1.5 мм 
нефти/с. Отработанный сорбент удаляют с об-
рабатываемой поверхности и транспортируют на 
утилизацию или подают к отжимному устройству 
(возможно отделение до 95–97% нефти и нефте-
продуктов). Результаты исследования физико-хи-
мических свойств, в частности гидрофильности, 
полимерного композита «Униполимер-М» в 
нативной и прессованной формах, приведены в 
[10, 11]. Данный сорбент способен к самостоя-
тельному разложению в природных условиях и 
может рассматриваться в качестве эффективного 
средства для рекультивации земель [12, 13].

Биоокисляющий сорбент «Униполимер-Био» 
представляет собой комплексный биопрепарат 
на основе сорбента «Униполимер-М» и закре-
пленных в его порах нефтеокисляющих культур 

микроорганизмов. Легко внедряется в толщу 
нефтяного слоя, существенно снижает продол-
жительность детоксикации нефти, предотвращает 
вымывание микроорганизмов из мест обработки, 
поддерживает водный баланс. Активность в 
разрушении нефти биосорбентом складывается 
из трёх основных компонентов: биодеструкции 
(40–60% активности, в зависимости от темпера-
туры, аэрации, типа нефти и пр.), физико-химиче-
ских факторов (10–18%) и природных процессов 
самоочищения (20–30% активности).

В статье [14] приведены результаты научно-
исследовательских и опытно-конструкторских 
работ по созданию и внедрению в производство 
нефтепоглощающих полимерных сорбентов 
серий «Униполимер-М», «Униполимер-Био», а 
также композиционного многофункционального 
препарата «Меном». Показана эффективность 
их использования для локализации проливов 
нефти на водных поверхностях и болотах; глу-
бокой очистки воды и промышленных стоков от 
нефтепродуктов на промышленных очистных 
сооружениях, в том числе автомоечных узлах и 
пропарочных станциях, нефтебазах и ремонтных 
предприятиях; для быстрого поглощения и ней-
трализации проливов легковоспламеняющихся 
и легкоиспаряющихся токсичных жидкостей. 
Исследуемые материалы не вызывают наруше-
ния экологического равновесия в экосистемах и 
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не оказывают отрицательного воздействия на 
биотипы различного трофического уровня.

Волокнистые Melt Blowing материалы
В настоящее время в качестве высокоэффек-

тивных адсорбентов нефти и нефтепродуктов 
все более широкое применение находят синте-
тические волокнистые материалы, полученные 
методом распыления расплава полимера газовым 
потоком (Melt Blowing) [15, 16]. В качестве сы-
рья используют гранулированные полиэтилен, 
полипропилен, полиэтилентерефталат, а также 
вторичные термопласты, полученные путем 
утилизации пластиковых бутылок, одноразовых 
шприцев, пакетов, посуды и др. Такие материалы 
представляют собой волокнистую массу из когези-
онно скрепленных в местах контакта полимерных 
волокон. Когезионные контакты между волокнами 
позволяют исключить использование в производ-
стве таких материалов дополнительных процессов 
иглопробивания, сшивания и т.п. Технология 
Melt Blowing позволяет придавать сорбирующим 
элементам формоустойчивость и конструктивную 
определенность.

Основными параметрами Melt Blowing 
материалов, определяющими их сорбционные 
характеристики, являются плотность и диаметр 
волокон, которые варьируют в пределах 0.05–
0.5 г/см3 и 5–500 мкм соответственно (рис. 2) 
[15]. Другими характерными свойствами яв-
ляются высокая адсорбционная способность к 
нефти и нефтепродуктам, большой объем пустот 
между волокнами, проницаемость для жидко-
стей и газов. Нефтеудерживающая способность 
данных сорбентов в статических условиях до-
стигает более 30 г/г, значительно превосходя по 
этому параметру предназначенные для сбора 
нефтепродуктов традиционные композицион-
ные материалы. Изготовленные в виде рулонов, 
шлангов, плавающих подушек они могут слу-
жить для удаления нефти с поверхности воды, 
защиты берегов водоемов и сбора вытекших 
нефтепродуктов при аварийных ситуациях на 
предприятиях и транспорте. Данные сорбенты 
обладают высокой способностью к регенерации 
без значительной потери сорбционной емкости 
при последующих применениях.

Рис. 2. Электронно-микроскопические изображения разных участков срезов полимерного волокнистого 
Melt Blowing материала [15]

          

По технологии Melt Blowing в Томском госу-
дарственном архитектурно-строительном универ-
ситете (ТГАСУ) разработан высокоэффективный 
волокнистый сорбент на основе товарного поли-
пропилена, полиэтилентерефталата либо отходов 
изделий из данных полимеров [17]. Описание 
технологической линии по производству сорбента 
и исследование его нефтесорбционных свойств 
приведены в [18]. Сорбент представляет собой 
тонковолокнистую ватоподобную массу с диа-
метром волокна 100–250 мкм, насыпной плотно-
стью 110–180 кг/м и порозностью 81–81.5%. Для 
сорбента на основе полипропилена поглотитель-
ная емкость по сбору нефтепродуктов в режиме 
промокания составляет 7.0–22.0 г/г, сорбционная 

способность по сбору нефтепродуктов в режиме 
безнапорной фильтрации 5.0–9.0 г/г, на основе 
полиэтилентерефталата – 8.0–13.0 г/г и 3.0–
9.0 г/г соответственно. Материал регенерируе-
мый, его свойства полностью восстанавливаются 
после механического отжима, который можно 
повторять до 50 раз. Он намного легче воды 
и характеризуется высокой плавучестью. Его 
можно применять при температурах ниже нуля. 
Исследования эффективности использования 
волокнистых Melt Blowing сорбентов для сбора 
нефти и нефтепродуктов с водных и грунтовых 
поверхностей описаны в работе [19].

Данному полимерному сорбенту присвоен 
товарный знак «ИРВЕЛЕН». Производство орга-
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низовано на фирме Microfaser-Repro GmbH (Гер-
мания, г. Гифхорн). В РФ продается под товарным 
знаком «ИРВЕЛЕН-М марка 1», «ИРВЕЛЕН-М 
марка 2» и «ИРВЕЛЕН-М (М)» [20]. Занимает 
7% отечественного рынка нефтесорбентов (см. 
рис. 1).

Микрогелевые полисахаридсодержащие
материалы
ООО «НПО БиоМикроГели» выпускает за-

патентованный продукт БиоМикроГель®, пере-
водящий находящиеся в воде нефтепродукты из 
стандартного в «желеобразное» состояние, 
предотвращая их растекание и воспламенение 
[21]. Разработка запатентована как в РФ [22], так 
и за рубежом [23]. Сорбент БиоМикроГель® пред-
назначен для обработки загрязнений от нефти 
или нефтепродуктов и может быть использован 
для сбора пленок нефти, масел, мазута, топлив 
и углеводородов с целью очистки поверхности 
воды и водных потоков. 

Согласно изобретению [22, 23] «микрогели» 
представляют собой дисперсии полимерных 
коллоидных частиц диаметром 0.01–1 мкм, 
способных набухать в жидкой среде вслед-
ствие электростатического или стерического 
отталкивания между заряженными группами, 
стабилизированные поверхностно-активными 
веществами (ПАВ). Используют коллоидные 
растворы природных полисахаридов и их про-
изводных: низкозамещенную (<40%) карбокси-
метилцеллюлозу и ее соли с алифатическими 
аминами (бутиламин, бензиламин, этилендиамин, 
гексаметилендиамин); хитозан со степенью деа-
цетилирования 90–97%; пектиновые вещества с 
остаточным количеством метоксигрупп <25%. 
Молекулярная масса продуктов варьируется в 
пределах 20-200 кДа, при этом высокомолекуляр-
ные (> 200 кДа) и низкомолекулярные (< 20 кДа) 
производные полисахаридов не применимы для 
данной технологии. «Микрогели» полисахаридов 
получают путем физической ассоциации или хи-
мической сшивки с использованием ангидридов 
и активированных эфиров дикарбоновых кислот, 
диизоцианидов, диизоцианатов и других сши-
вающих агентов. В качестве ПАВ используют 
биоразлагаемые соединения, что обеспечивает 
экологическую безопасность данной технологии. 

Смесь «микрогелей» полисахаридов с ПАВ 
образует устойчивую пену, при нанесении кото-
рой на поверхность водной среды с нефтью или 
нефтепродуктами происходит «капсулирование» 
нефтяной пленки на поверхности раздела фаз с 
формированием «желеобразной» массы, при-
годной для механического извлечения с поверх-
ности воды. 

Перейдем теперь к рассмотрению научных 
исследований в области наиболее перспективных 
полимерных нефтесорбентов. 

Пенополимерные сорбенты
Пористые полимерные сорбенты находят 

широкое применение для сбора нефти и нефте-
продуктов, поскольку производятся в промыш-
ленных масштабах и часто являются отходами 
производства. Открытоячеистая структура и вы-
сокая олеофильность материалов обеспечивают 
эффективность их использования в качестве не-
фтепоглотителей. Типичными представителями 
таких сорбентов служат поролон, карбамидные 
пенопласты, материалы на основе полиуретано-
вой пены и др. [24–26]. Такие материалы способ-
ны поглощать порядка 50 г нефти на 1 г сорбента, 
характеризуются высокой скоростью сорбции, 
плавучестью после сбора нефти. Отличительная 
особенность данных сорбентов – возможность 
регулирования ячеистой структуры в широком 
диапазоне в процессе получения.

Сорбционные особенности пенополимерных 
сорбентов на основе различных типов инди-
видуальных полимеров и их смесей подробно 
рассмотрены в [27]. Показана принципиальная 
возможность регулирования процесса сорбции 
нефти и нефтепродуктов с водной и грунтовой 
поверхности в зависимости от объемной массы, 
морфологических особенностей макрострук-
туры сорбентов на основе пенополиолефинов, 
пенополивинилхлорида, пенополистирола, ударо-
прочного полистирола, пенополиамида, пенопо-
лиуретана, а также на основе смесей полиамида 
с полимерами стирола, смесей полиэтилена, по-
листирола и ударопрочного полистирола, смесей 
полиэтилена и акрилонитрил-бутадиен-стироль-
ных (АБС) пластиков. Разработанные сорбенты 
отличаются высокой селективностью по нефти и 
нефтепродуктам, технологичностью применения 
в аварийных условиях, возможностью их опера-
тивного сбора с водной и грунтовой поверхности 
для отделения от нефтепродуктов, а также спо-
собностью к многократной регенерации.

В работе [28] пенополимерные сорбенты 
получали на основе вторичного полипропилена с 
индексом расплава 4.2 г/10 мин. Для вспенивания 
полимера в полимерную композицию вводили 
5% азодикарбонамида (газообразователя) и 0.5% 
стеарата цинка. Для сшивания полимерной ма-
трицы использовали 1.0% пероксида дикумила, 
а для увеличения гидрофобности 3% нефтяного 
битума. Пеноматериалы получали экструзией при 
температуре 170–200ºС. Сорбенты представляли 
собой газонаполненные, сшитые, гидрофобные 
материалы с закрытоячеистой макроструктурой 
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и объемной массой от 30 до 510 кг/м3. Уста-
новлено, что процесс сорбции нефти протекает 
избирательно и в значительной степени зависит 
от объемной массы сорбента и размера ячейки. 
Наибольшая сорбционная емкость зафиксирова-
на для сорбентов с объемной массой 25 кг/м3 и 
средним диаметром ячейки 0.9–1.0 мм. С увели-
чением объемной массы сорбента (30–510 кг/м3) 
сорбционная емкость понижается. В то же время 
с повышением содержания нефти в составе очи-
щаемого субстрата от 15 до 50 мас.% сорбционная 
емкость сорбентов возрастает. Показано также, 
что максимальная сорбционная емкость 7.7 г/г 
по дизельному топливу достигается на сорбентах 
с объемной массой 510 кг/м3. Для компрессор-
ного и трансформаторного масел максимальная 
сорбционная емкость 7.9–8.0 г/г реализуется на 
сорбентах с объемной массой 320 кг/м3.

В работах [29, 30] дана классификация пено-
полимерных нефтяных сорбентов по 14 основным 
признакам, приведены результаты оценки крите-
риев, определяющих качество и эффективность 
использования пенополимерных сорбентов в про-
цессе локализации и ликвидации разливов нефти 
и нефтепродуктов. Для выработки эффективного 
комплекса мероприятий, направленных на ло-
кализацию и ликвидацию аварийных разливов 
определены базовые критерии выбора пенопо-
лимерных сорбентов. Дано подробное описание 
этих критериев с учетом специфики сорбционных 
процессов на водной поверхности.

Авторы [31] получили нефтяной сорбент 
на основе пенополиуретана и шелухи гречихи 
без использования предварительной обработки 
последней. В ходе опытов выявлено, что откры-
топористая структура эластичного пенополиуре-
тана позволяет сорбировать большое количество 
нефти и нефтепродуктов. Нефтеемкость сорбента 
в условиях тонкой пленки нефти на поверхности 
воды составляет 5–7.5 г/г, чистой нефти – 5–8 г/г. 
Получение сорбента предполагается в двух вари-
антах: в стационарных условиях и на мобильных 
установках в режиме чрезвычайных ситуаций в 
виде матов или бонов, а также в виде крошки, что 
предпочтительнее. 

Авторами [5] получен древесно-полисти-
рольный волокнистый материал для сбора нефти 
и нефтепродуктов, содержащий в качестве на-
полнителя окорку осины (10–60 мас.% фракции 
0.5–1.0 мм). В качестве полимерного компонента 
для приготовления сорбента использовали грану-
лы (диаметр ~1 мм) вспененного полистирола и 
крошку (~3–5 мм) бытовых отходов полистироль-
ного пенопласта. Формирование волокнистых 
композитов проводили взрывным автогидролизом 

смеси вспененного полистирола и окорки осины 
при достаточно мягких условиях (температура 
130ºС, время 60 с, давление 3 МПа) без при-
менения связующих. Исследовано влияние со-
держания древесного наполнителя на емкость 
сорбентов по нефти и нефтепродуктам в широком 
интервале температур [32]. Установлено, что зна-
чения нефтеемкости древесно-полистирольных 
волокнистых сорбентов с содержанием до 35–
40 мас.% окорки осины превышает нефтеемкость 
чистого волокна полистирола, полученного в 
идентичных условиях. Максимальное значение 
нефтеемкости составляет 8.5–9.5 г/г. Таким 
образом, по количеству собранной нефти раз-
работанный древесно-полистирольный сорбент 
не уступает ряду промышленных волокнистых 
нефтесобирателей. 

Авторами [33] разработан дисперсный сор-
бент на основе пенополиуретана и отходов зерно-
вых производств, позволяющий проводить лик-
видацию углеводородных загрязнений с водных 
поверхностей. Исследовано влияние формы и 
размера зерна крошки сорбента на поглощающую 
способность по отношению к нефтепродуктам и 
нефти различных месторождений. Показано, что 
оптимальной поглощающей способностью ~16 г/г 
в сочетании с «плавучестью» обладает сорбент с 
размером зерна крошки ~0.125 см3. Полужесткая 
структура обусловливает многократность (до 
10 циклов) использования сорбента с регенера-
цией поглощенного продукта путем отжатия до 
70–80 мас.%.

Материалы на основе переработки 
вторичных полимеров 
В работе [34] проведено исследование ис-

пользования полимерных материалов, синтези-
рованных в лабораторных условиях на основе 
промышленных образцов каучуков (СКС, ДССК, 
СКН-26) в результате окислительного хлорфос-
форилирования [35], в качестве сорбентов для 
удаления тонких нефтяных пленок. Модифи-
кация каучуков указанным способом приводит 
к образованию oбъемно-пористых продуктов 
с сорбционной емкостью: 0.34–0.49 г/г (СКС), 
0.35–0.45 г/г (ДССК), 0.34–0.42 г/г (СКН-26). 
Полученные модификаты гидрофобны и об-
ладают хорошей плавучестью после сорбции 
нефти. 

Авторы [36] изучали сорбционные свойства 
материала на основе вторичного полиэтиленте-
рефталата, получаемого осаждением полимера 
из его раствора в бензиловом спирте с добавкой 
дибутилфталата (пластификатора). Сорбционный 
материал представлял собой мелкодисперный 
порошок. Установлено, что сорбент обладает 
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высокой эффективностью очистки воды от не-
фтепродуктов (99%) и ионов тяжелых металлов 
(Cu2+ = 85%, Pb2+ = 58%). Достаточная масса 
сорбента для очистки воды от нефтепродуктов 
составляет 0.5 г/100 мл.

В [37] рассмотрены новые типы пенополи-
мерных сорбентов, полученных механохимиче-
ским синтезом при температуре 413–483 К из сме-
си вторичного полиэтилена с АБС-сополимером. 
В качестве модификаторов экструзии использова-
ли 5% азодикарбонамида (порофор), 1% перокси-
да дикумила (сшивающий агент), 0.5% стеарата 
цинка (улучшитель текучести расплава), 5% 
графт-сополимера полиэтилена с сополимером 
стирола и акрилонитрила (компатибилизатор), 
а также 3–5% нефтяного битума (гидрофоби-
затор). Установлено, что сорбенты способны к 
селективному сбору нефти и нефтепродуктов с 
водной поверхности. Максимальное значение 
сорбционной емкости: 30.6 г/г (нефть), 25.2 г/г 
(дизельное топливо), 20.0 г/г (компрессорное мас-
ло), 19.6 г/г (трасформаторное масло). Сорбенты 
предназначены для многократного использования 
и по своей эффективности превосходят сорбенты 
на основе исходных полимерных компонентов 
смеси.

В [38] охарактеризованы сорбционные осо-
бенности пенополимерных сорбентов на основе 
смеси полиамида, полиуретана и АБС-пластика. 
Установлена закономерность изменения сорб-
ционной емкости по нефти и нефтепродуктам в 
зависимости от соотношения компонентов смеси, 
объемной массы сорбентов, диаметра ячеек и пор. 
Показано влияние температуры окружающей 
среды, толщины нефтяной плёнки на водной по-
верхности и кратности регенерации сорбента на 
сорбционную ёмкость материала.

В работе [39] приведены результаты иссле-
дований по применению отходов волокнистого 
полипропилена в качестве сорбента для очистки 
нефтесодержащих сочных вод транспортных 
предприятий. Показано, что оптимальное удале-
ние нефтепродуктов и взвешенных веществ реа-
лизуется при плотности загрузки материала 75 кг/
м3 и скорости фильтрации 1 м/ч. При этом эффект 
очистки по нефтепродуктам составляет в среднем 
78–79%, по взвешенным веществам – 80–81%. 
На основании проведенных исследований раз-
работаны рекомендации по применению отходов 
волокнистого полипропилена в системах очистки 
нефтесодержащих сточных вод на Транспортном 
РУП «Локомотивное депо Лунинец» Республики 
Беларусь.

В статье [40] описан способ получения не-
фтяных порошкообразных сорбентов из отходов 

полиолефинов (бывших в употреблении сель-
скохозяйственной и упаковочной пленки, тары, 
отходов кабельной промышленности и т.п.) путем 
охлаждения раствора полимера в алкилбензолах 
или н-алканах до парафинообразной массы с 
последующим ее измельчением в водной среде, 
отгонкой растворителя и сушки. Оценка эффек-
тивности использования выделенных порошков 
в качестве сорбентов нефти и нефтепродуктов 
показала, что сорбент, рассыпанный по поверх-
ности пятна нефти, связывает ее за счет действия 
адгезионных сил. В результате на поверхности 
воды образуется твердый агломерат, который 
легко убирается любым механическим способом, 
например, с использованием ковшей из метал-
лической сетки. Максимальная сорбционная 
емкость порошков, полученных из отходов по-
лиолефинов, составляет 2.9–4.0 см3/г в зависимо-
сти от природы сорбирующей жидкости (нефть, 
бензин, машинное масло, дизельное топливо, 
гептан, толуол).

Авторами [41] исследована сорбционная 
способность гидрофобных волокнистых сор-
бентов, полученных по разработанной в ТГАСУ 
Melt Blowing технологии из отходов термопла-
стичных полипропилена (дробленые одноразо-
вые шприцы, пленки, катушки) и полиэтилен-
терефталата (упаковки, емкости для напитков и 
т.д.), к ряду ионов металлов (Cu, Zn, Cr, Co, Ni, 
Pb, V и др.) в водных средах. В экспериментах 
варьировали диаметр волокон, плотность их 
укладки в материале, степень гидрофобности 
сорбента. Установлено, что оба волокнистых 
материала обладают примерно одинаковой сорб-
ционной способностью, определяемой индиви-
дуальными свойствами извлекаемых элементов. 
Предложен механизм сорбции ионов металлов 
из водных сред гидрофобными волокнистыми 
сорбентами. 

Сорбенты из синтетических полимеров
В статье [42] рассмотрен способ получения 

композитного криогель-сорбента на основе по-
ливинилового спирта и дисперсного наполните-
ля – железосодержащего осадка, выделенного 
на водозаборе Академгородка г. Томск. Для 
получения криогелевого материала хлопчато-
бумажный нетканый материал на основе цел-
люлозы толщиной 1.3 мм пропитывали водной 
суспензией поливинилового спирта с напол-
нителем, замораживали при –22°С в течение 
20 ч, затем размораживали при 20°С в течение 
4 ч. В результате получали криогелевые матери-
алы, обладающие макропористой структурой, 
упругими и эластичными свойствами, хорошей 
термоустойчивостью (рис. 3).
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Исследованы сорбционные свойства крио-
гель-сорбента по отношению к нефти и фенолу 
при очистке воды. Установлено, что наиболее 
высокой фенол- и нефтепоглощающей способно-
стью обладает криогель-сорбент на основе тер-
мообработанного (250°С) наполнителя. Степень 
одноступенчатой очистки воды составляет 89.5 
и 93.5% по нефти и фенолу соответственно. Вы-
явлено, что степень извлечения нефти с исполь-
зованием криогель-сорбента несколько снижается 
по сравнению с использованием индивидуальной 
дисперсии железосодержащего осадка, а степень 
извлечения фенола значительно увеличивается. 
Это связано с уменьшением площади удельной 
поверхности и содержания пор наполнителя при 
формировании криогель-сорбента, а также с уве-
личением содержания поливинилового спирта и 
соответственно гидроксильных групп на поверх-
ности материала, образующих водородные связи 
с молекулами фенола.

Авторами [43] получены эффективные 
сор бенты на основе нетканых материалов из 
по ли пропилена и полиэфира для сбора нефти 
и нефтепродуктов с поверхностей акваторий. 
Выявлено влияние структурных характеристик 
материалов (толщина полотна, диаметр волокон, 
плотность их упаковки в полотне) на их сорбци-
онную емкость. 

Оптимальные условия получения формован-
ных композитов на основе смесей порошков нано-
дисперсного полиэтилена, целлюлозы, диоксида 
кремния и ультрадисперсных углеродных мате-
риалов описаны в [44]. Полученные пористые 
композиты обладают заданными сорбционными 
и физико-механическими характеристиками. 
Статическая ё мкость по керосину составляет 
1.54 см3/г. Вследствие умеренной гидрофобности 
не осаждаются в воде, поэтому могут исполь-
зоваться для очистки поверхности водоё мов от 
нефти и нефтесодержащих продуктов.

В работах [45, 46] разработан способ полу-
чения сорбирующего материала для сбора нефти 
и нефтепродуктов с твердых, жидких и газообраз-

ных сред в виде полимерного нетканого полотна 
из скрепленных гидрофобных полиолефиновых 
(полиэтилен, полипропилен и др.) и гидрофиль-
ных (полиэфир, полиамид), либо гидрофобизи-
рованных (на основе карбоксилатных латексов) 
волокон с объемной плотностью 0.01–0.06 г/см3 
и толщиной 0.5–5.0 см. Сорбирующий материал 
обладает высокой нефтеемкостью в широком 
диапазоне положительных и отрицательных 
температур при многократном его использова-
нии. Максимальная нефтеемкость материала 
составляет 53.2 г/г.

Физико-химические аспекты получения сте-
клообразных нефтесорбентов различных форм и 
кажущейся плотности из пеностекла, пенополи-
стирола и полиуретанов, а также исследование 
кинетики их нефтепоглощения освещены в 
[47–49]. Установлен специфический характер ки-
нетических кривых нефтепоглощения, обуслов-
ленный стеклообразным состоянием поверхности 
материала [50, 51]. Определены перспективные 
области практического применения полученных 
результатов.

Сорбенты на основе целлюлозосодержащего 
(полисахаридсодержащего) и другого 
природного полимерного сырья
В работе [52] получен сорбент для сбора 

проливов углеводородных масел и эмульсий на 
основе коры сосны, лиственницы и пихты, про-
экстрагированной водно-органическими смесями 
и гидрофобизированной полиметилсилоксановой 
жидкостью. Установлено, что 1 г модифицирован-
ной коры с размером частиц 0.3–0.5 мм способен 
удерживать до 5 г углеводородного масла и до 
8 г концентрированной эмульсии типа масло–вода. 
Максимальная эффективность гидрофобизации и 
поглощения масла с водной поверхности достига-
ется для коры лиственницы и сосны, полученной 
после экстракции смесями вода–метилцеллозольв 
и вода–метилцеллозольв–диметилформамид. 
Сорбционная очистка предлагаемыми сорбентами 
может осуществляться нанесением материала по 
поверхности пролива либо применением крупных 

Рис. 3. СЭМ-фотографии криогель-сорбента на основе поливинилового спирта и железо-
содержащего модификатора [42]
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блоков или матов, содержащих сорбционный 
материал в качестве набивки. Насыщенные не-
фтепродуктами сорбенты после механического 
отжима могут быть использованы в качестве 
топлива, а без дополнительной обработки – при 
производстве кирпича и керамзитового гравия.

В [53] изучена возможность использования 
карбоксиметилированной древесины сосны, 
полученной суспензионным способом, в каче-
стве сорбента нефтепродуктов и бактерий не-
фтедеструкторов Rhodococcus equi, Micrococcus 
fl avus. Показано, что карбоксиметилированные 
производные из древесины сосны с содержанием 
карбоксиметильных групп 10.2–12.5% обладают 
нефтеемкостью 6.1–6.5 г/г, что превышает не-
фтеемкость исходной древесины сосны почти в 
1.5 раза. Использование бактерий-нефтедеструк-
торов делает возможным многократное исполь-
зование сорбента.

Результаты исследований магнитных сорбен-
тов, полученных на основе модифицированных 
и немодифицированных древесных опилок, 
обладающих способностью к удалению тонких 
нефтяных пленок с поверхности воды, пред-
ставлены в [54]. Модифицирование древесных 
опилок осуществляли окислительным хлорфос-
форилированием с последующим гидролизом. 
Магнитные свойства задавали иммобилизацией 
наночастиц Fe3O4 в полимерной матрице. По-
глощающая емкость магнитных сорбентов со-
ставляет 2 г/г. Сорбенты обладают способностью 
длительно удерживать поглощенную нефть и лег-
ко извлекаются из воды магнитными ловушками.

Рецептуростроение композиционных ма-
териалов на основе вторичного полимерного 
сырья рассмотрено в работах [55, 56]. В качестве 
связующего использовали отходы пленочного 
производства полиолефинов, в качестве напол-
нителя – целлюлозосодержащие бытовые отходы 
(«TetraPak»-упаковку, картонно-бумажную тару, 
древесные опилки) и пенополистирол. Проведены 
эксперименты по влиянию природы наполнителя 
и состава композита на его нефтепоглощающую 
способность. Показана перспективность исполь-
зования данных сорбционных материалов для 
борьбы с разливами нефти и нефтепродуктов 
при авариях 

В статье [57] методом обращенной газовой 
хроматографии определены удельные удержи-
ваемые объемы ряда органических соединений 
при адсорбции на поверхности активированного 
углеродного гидратцеллюлозного волокна. Рас-
считаны изостерические теплоты сорбции, из-
менения энтропии и энергии Гиббса, определены 
вклады в теплоту адсорбции функциональных 

групп. Показана перспективность использования 
углеродного гидратцеллюлозного волокна для 
очистки воды от фенола, толуола, нефти.

В работах [58, 59] показана перспективность 
практического использования полимолекулярных 
комплексов хитозана с синтетическими (поливи-
ниловым спиртом) и биополимерами (метилцел-
люлозой, белками молочной сыворотки, жела-
тином) в качестве сорбционных материалов для 
очистки воды от нефтепродуктов, фенолов, ионов 
металлов. Установлены закономерности поведе-
ния материалов на основе полимолекулярных 
комплексов при различных эксплуатационных 
воздействиях, что позволяет получать полимер-
ные сорбенты, покрытия и пленки с повышенной 
эффективностью.

В [60] исследованы поверхностно-активные, 
сорбционные, солюбилизирующие и дисперги-
рующие свойства полимерных форм гуматов и 
сульфогуматов из выветрившихся углей Шубар-
кольского месторождения (Казахстан). Значения 
поверхностного натяжения исследуемых систем 
варьируются в пределах 39.1–68.5 мН/м, критиче-
ские концентрации мицеллообразования – (0.125–
6.25)∙10–3 моль/л. Сорбция гуминовых сорбентов 
по фенолу и бензолу составляет 50–75%, нефте-
емкость – 3.4–4.0 г/г. Новые формы гуминовых 
веществ, полученные из отходов угледобычи, 
представляют интерес как доступные и эффек-
тивные деструкторы нефти и нефтезагрязнений. 
Простая технология производства, доступность, 
низкая стоимость и уникальный комплекс свойств 
определяют перспективность их использования 
в качестве диспергирующих нефтесорбентов для 
устранения нефтяного загрязнения на воде.

Авторами [61] изучены физико-химические 
свойства гидрофобизованных сорбентов, полу-
ченных из гидролизных лигнинов различного 
происхождения. Показано, что новые сорбенты 
эффективны для сорбции нефти и нефтепродук-
тов с водной поверхности, обладают в нефтена-
сыщенном состоянии длительной плавучестью, 
легко собираются с водной поверхности в виде 
твердого композита с нефтепродуктом и при-
годны для утилизации в виде порошкообразного 
или гранулированного топлива. Нефтепоглоти-
тельная способность данных сорбентов состав-
ляет 1.6–2.1 г/г (бензин), 1.7–2.4 г/г (дизельное 
топливо), 1.9–2.4 г/г (печное топливо), 1.9–2.5 г/г 
(мазут М-100). 

Биогибридные полимерные материалы
В последние 10–15 лет все большую попу-

лярность приобретают гибридные полимерные 
сорбционные материалы с биологической со-
ставляющей, например, коммерческий сорбент 
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«Униполимер-Био» [7, 14]. Они перспективны 
не только для очистки нефтесодержащих природ-
ных, промышленных и бытовых сточных вод, но и 
для биоремедиации загрязненных углеводорода-
ми объектов окружающей среды. Биологическим 
«инструментом» биогибридных материалов явля-
ются иммобилизованные в полимерном носителе 
микроорганизмы [3]. 

Авторы [62] исследовали процесс извлече-
ния н-додекана из водной эмульсии неткаными 
материалами из полипропиленового и акрило-
нитрильного волокон с иммобилизованными 
клетками нефтеокисляющих микроорганизмов 
Pseudomonas и Rhodococcus. Показана высокая 
эффективность процесса извлечения углеводо-
рода (до уровня ПДК 0.05 мг/л) и возможность 
многоразового использования биосистемы за счет 
саморегенерации сорбента. На примере сточной 
воды автомойки с суммарным содержанием не-
фтепродуктов 74 мг/л установлено, что дости-
жение ПДК углеводородов возможно через 18 ч 
экспозиции.

В работе [63] описана технология локальной 
очистки сточных вод с использованием консорци-
ума бактерий Bacillus brevis, Arthrobacter species и 
Serratia (препарат «Ленойл»), иммобилизованных 
на синтепоне. Степень биодеструкции углево-
дородов и их производных микроорганизмами 
биопрепарата «Ленойл», иммобилизованными 
на синтепоновой матрице, составляет 99.3% за  
трое суток экспозиции.

Авторы [64] на примере товарной нефти 
Альметьевского месторождения (Республика 
Татарстан) изучали деструкцию ее компонентов 
в присутствии композитных гранул агар-агара 
с гречишной и ячменной шелухой и микро-
организмов рода Rhodococcus, Pseudomonas, 
Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, 

Arthrobacter, Mycobacterium и Bacillus. Экспери-
менты проводили в двух вариантах: с консорциу-
мами из 3 и 10 видов микроорганизмов. Показано, 
что развитие углеводородокисляющих бактерий 
в присутствии гранул сорбента с гречишной 
шелухой происходит значительно быстрее, чем 
в опытах с гранулами с ячменной шелухой. Не-
фтедеструкция консорциумом из 3 культур, иммо-
билизованных на сорбенте с гречишной шелухой, 
составила 66%, а консорциумом из 10 культур, 
иммобилизованных на том же сорбенте, – 85%.

В публикациях [3, 65, 66] описаны исследо-
вания нефтесорбционных свойств биогибридных 
нетканых материалов, полученных методом аэро-
динамического формования, из полипропилена, 
сополимера акрилонитрила с метилакрилатом и 
полиэфира с инкорпорированными биогенными 
элементами и иммобилизованными углево-
дородокисляющими бактериями Rhodococcus 
qingshengii и Leucobacter aridicollis (рис. 4, 5). 
В качестве источников биогенных элементов ис-
пользовали каркасы клеточных стенок водных 
растений семейства Рясковые (Lemnaceae) и 
предварительно подготовленный сфагновый мох 
(Sphagnum). Показано, что клеточная культура 
иммобилизуется на поверхности сорбента с обра-
зованием монослоя. Коэффициент сорбционной 
емкости материала по мазуту достигает 70 г/г 
при 20°C, степень биодеградации нефти – 98% 
за 25 сут. Установлено также, что в присутствии 
биогибридного материала происходит деградация 
не только алканов, но и трудно биоразлагаемых 
ароматических углеводородов до экологически 
безопасных соединений.

Авторами работы [67] фильерным способом 
получены волокнистые материалы на основе 
трех типов полимеров, содержащих алкильные, 
карбонильные и нитрильные функциональные 

Рис. 4. Микрофотография среза образца биогибридного материала на основе сополимера 
акрилонитрила с метилакрилатом: а – общий вид волокон, диаметр 3–50 мкм; б – частица 

растения семейства Lemnaceae в полимерном волокне [3]
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Рис. 5. Морфология бактериальных клеток на поверхности волокон биогибридного материала на основе 
сополимера акрилонитрила с метилакрилатом: а – монослой клеток бактериальной ассоциации углеводо-
родокисляющих микроорганизмов; б – образование микроколонии растения семейства Lemnaceae; в – об-

разование биопленки растения семейства Lemnaceae [3]

а б

в

группы, различающиеся толщиной, поверхност-
ными характеристиками волокон и плотностью 
их упаковки в полотне. На основе данных матриц 
разработаны биогибридные сорбенты путем 
иммобилизации нефтедеградирующих бактерий 
рода Rhodococcus sp. Проведена оценка возмож-
ности использования биогибридных материалов 
в качестве сорбентов для ликвидации нефтяных 
разливов на акваториях. Сорбционная емкость 
биосорбентов в отношении нефти составляет 
8.1–26.5 г/г.

В работе [68] проведен анализ токсичности 
нетканых полимерных материалов на основе 
полипропилена, полиэфира, сополимера акрило-
нитрила-метилакрилата, используемых в качестве 
сорбентов для очистки акваторий от нефтезагряз-
нений. При этом использовали биолюминесцент-
ную тест-систему на основе морских светящихся 
бактерий Photobacterium phosphoreum. Все иссле-
дованные образцы нетканых материалов не пока-
зывают выраженного ингибирующего эффекта на 
эмиссионную активность фотобактерий при дли-
тельной инкубации (до 48 ч). Это в соответствии 
с действующими критериями позволяет отнести 
данные нетканые полимерные сорбенты к классу 

нетоксичных материалов. Установлено, что мор-
ские фотобактерии Photobacterium phosphoreum 
способны эффективно заселять поверхность во-
локон и межволоконное пространство нетканых 
матриц с образованием микроколоний и флок-
кул. Такие биогибридные структуры могут быть 
использованы для биотестирования водных сред 
на присутствие токсичных веществ.

Таким образом, приведенный в работе обзор 
русскоязычной научной, патентной и научно-тех-
нической литературы показал перспективность 
применения для сбора нефти и нефтепродуктов 
с поверхности водоемов, а также очистки углево-
дородзагрязненных водных сред как коммерчески 
доступных полимерных сорбентов, так и многих 
из вышеобсуждаемых лабораторных образцов. 
Максимальная сорбция по нефти для промыш-
ленных сорбентов «Униполимер-М» достигает 
43–67 г/г; «ИРВЕЛЕН» на основе полипропи-
лена 7.0–22.0 г/г (режим промокания) и 5.0–
9.0 г/г (режим безнапорной фильтрации), на 
основе полиэтилентерефталата – 8.0–13.0 г/г и 
3.0–9.0 г/г соответственно. Сорбент «БиоМикро-
Гель®» переводит находящиеся в воде нефтепро-
дукты в «желеобразное» состояние, предотвращая 
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их растекание и воспламенение. Максимальная 
сорбция для лабораторных сорбционных материа-
лов достигает по нефти 53.2 г/г (нетканое полотно 
из скрепленных гидрофобных и гидрофильных 
волокон); по мазуту 70 г/г (биогибридные нетка-
ные материалы из полипропилена, сополимера 
акрилонитрила с метилакрилатом и полиэфира); 
по дизельному топливу, компрессорному и трас-
форматорному маслу 19.6–25.2 г/г (пенополимер-
ные сорбенты из смеси вторичного полиэтилена с 
акрилонитрил-бутадиен-стирольным сополиме-
ром); по бензину и мазуту 1.6–2.5 г/г (гидрофоби-
зованные гидролизные лигнины).
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analyzed. Several polymeric oil sorbents produced on the basis of 
foamed urea-formaldehyde resins (Unipolymer-M™, Unipolymer-
Bio™), polypropylene and polyethylene terephthalate by to the melt 
blowing technology (IRVELEN™) and polysaccharide microgels 
(BiomicroGel®), commercially available in the Russian Federation, 
are considered. The maximum oil sorption for Unipolymer-M™ 
reaches 43–67 g/g; that for polypropylene-based IRVELEN™ 
reaches 7.0–22.0 g/g (a wetting mode) and 5.0–9.0 g/g (a non-
pressure filtration mode), and IRVELEN™ based on polyethylene 
terephthalate shows 8.0–13.0 g/g and 3.0–9.0 g/g for both modes, 
respectively. The sorbent BiomicroGel™ transfers water in oil prod-
ucts into a gel-like state, preventing their spreading and ignition. 
Researches in the field of the most promising polymeric materials 
with high sorption ability to hydrocarbons are analyzed. Several 
major classes of modern polymeric sorption materials are resolved, 
namely: foamed polymeric sorbents, materials based on the 
processing of secondary polymeric raw materials, sorbents made 
of synthetic polymers, sorbents based on cellulose-containing 
(polysaccharide-containing) and other natural polymeric raw ma-

terials, and biohybrid polymeric materials. Characteristics of the 
proposed oil sorbents are given. The maximum sorption for these 
materials is: 53.2 g/g for oil (nonwovens of bonded hydrophobic 
and hydrophilic fibers), 70 g/g for fuel oil (biohybrid nonwovens of 
polypropylene, the copolymer of acrylonitrile with methyl acrylate, 
and polyester), 19.6–25.2 g/g for diesel fuel, compressor and 
transformer oil (foamed polymeric sorbents made of a mixture of 
secondary polyethylene with acrylonitrile–butadiene–styrene co-
polymer), and 1.6–2.5 g/g for gasoline and fuel oil (hydrophobized 
hydrolyzed lignins). The prospects of using the sorbents of these 
classes for cleaning the surfaces of reservoirs from oil spills and 
oil products are estimated. 
Key words: polymer, sorbent, oil, hydrocarbons.
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В работе изучен процесс формирования смешанных монослоев 
растворов гидрофобных квантовых точек, стабилизированных 
триоктилфосфин оксидом, и молекул арахиновой кислоты. Вы-
явлена зависимость вида изотерм сжатия смешанного монослоя 
квантовые точки – арахиновая кислота от мольного соотношения 
компонентов. Описано влияние мольного соотношения компо-
нентов смеси арахиновая кислота – квантовые точки на свойства 
смешанных ленгмюровских монослоев на поверхности воды и 
пленок, сформированных на их основе, на твердых подложках. В 
частности, было продемонстрировано его влияние на морфоло-
гию пленок и на их физические параметры, такие как шерохова-
тость. Установлено, что для изменения расстояния между кван-
товыми точками диаметром 8 нм в плотноупакованном монослое 
необходимо как минимум 26 молекул арахиновой кислоты, при-
ходящихся на одну квантовую точку.
Ключевые слова: квантовые точки, смешанные монослои 
квантовых точек, ленгмюровские пленки.
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Введение

В настоящее время квантовые точки (КТ) 
являются перспективным материалом, широко 
используемым в различных областях науки и 
техники [1, 2]. Так, наряду с применением в каче-
стве флуоресцентных маркеров в иммуноанализе 
[3, 4] в последние годы наблюдается увеличение 
количества работ, связанных с использованием 
КТ в качестве компонентов светоизлучающих 
и светопреобразующих приборов [5, 6]. В кон-
тексте создания светоизлучающих устройств 
и их компонентов все чаще можно встретить 
словосочетание «монослой квантовых точек» 
[7, 8]. Технология Ленгмюра–Блоджетт является 
одним из способов, позволяющих сформировать 
на водной субфазе монослой КТ, а также перене-

сти его на твердую подложку. При этом плюсом 
технологии в сравнении, например, с методом 
нанесения покрытий центрифугированием или 
послойной сборкой является возможность управ-
ления расстоянием между КТ с сохранением 
высокой степени упорядоченности пленки. При 
решении данной задачи достаточное внимание 
уделено изучению влияния типа и геометрии 
молекул стабилизатора на свойства монослоев 
КТ [7, 9, 10]. В частности, авторами были про-
демонстрированы особенности формирования 
монослоев КТ при использовании стабилизато-
ров с различной длиной цепи углеводородного 
радикала [9]. В работе [11] исследованы про-
цессы самоорганизации на поверхности водной 
субфазы КТ, стабилизированных полимерными 
молекулами, что позволило сформировать нано-
провода, геометрия которых зависит от концен-
трации внесенного на поверхность раствора и 
соотношения объема КТ с определенным типом 
стабилизатора в рабочем растворе. Были прове-
дены исследования влияния температуры водной 
субфазы на процесс формирования монослоев 
КТ и на их стабильность [12]. Установлено, что 
в случае изменения температуры водной субфазы 
происходит изменение типа жидкого состояния 
монослоя КТ, стабилизированных олеиновой 
кислотой, с жидкоконденсированного, при темпе-
ратурах, меньших 25 °С на жидкорасширенному, 
при больших значениях температуры. Также 
авторами было продемонстрировано изменение 
коэффициента диффузии вещества монослоя с 
поверхности в объем водной субфазы и толщины 
статичного слоя при изменении температуры 
субфазы [13].

Особую актуальность расстояние между КТ 
начинает играть при разработке химических и 
биосенсоров на основе КТ. В частности, опи-
санная идея имеет перспективу дальнейшего ис-
пользования при создании сенсоров и платформ 
с использованием эффекта флуоресцентного 
резонансного переноса энергии [14, 15]. В этом 
случае одним из возможных вариантов решения 
указанной задачи является формирование сме-
шанных монослоев КТ и молекул органической 
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матрицы, отделяющих их друг от друга. При ка-
жущейся простоте идеи решение подобной задачи 
нетривиально и практически не представлено в 
литературе. Поэтому целью данной работы было 
изучение особенностей формирования  смешан-
ных монослоев КТ и молекул ПАВ в зависимости 
от их мольного соотношения в растворе.

Материалы и методы 

Использовали раствор квантовых точек 
CdSe/CdS/ZnS, стабилизированных триоктил-
фосфин оксидом (ТОПО), диаметром 8 нм в 
хлороформе с концентрацией КТ 1 мг/мл [16]. 
Раствор арахиновой кислоты с концентрацией 

0.1 мг/мл был приготовлен из сухой арахиновой 
кислоты 99% Sigma Aldrich, которую растворяли 
в хлороформе 99.5% Sigma Aldrich. Смеши-
ванием исходных растворов КТ и арахиновой 
кислоты (АРАХ) были получены рабочие рас-
творы КТ:АРАХ с мольными соотношениями  
1:5, 1:13, 1:26, 1:52 и 1:130. Аликвоту раствора 
объемом 150 мкл закапывали на поверхность де-
ионизованной воды с удельным сопротивлением 
18 МОм×см и сжимали подвижными барьерами 
с постоянной скоростью убыли площади, равной 
5 см2/мин. На рис, 1, а представлено изображение 
плотноупакованного ленгмюровского монослоя 
КТ, стабилизированных ТОПО.

Рис. 1. Изображение просвечивающей электронной микроскопии плотно-
упакованного монослоя квантовых точек (а) и построения, поясняющие 

расчеты упаковки КТ (б)

При анализе изображения просвечивающей 
электронной микроскопии плотноупакованных 
ленгмюровских монослоев КТ заметно, что КТ 
находятся в вершинах шестиугольника, фор-
мируя гексагональную упаковку (см. рис. 1, а). 
Таким образом, для того чтобы изменить расстоя-
ние между КТ, необходимо заполнить пустые об-
ласти, расположенные между молекулами ПАВ. 
Зная диаметр КТ, возможным становится оценить 
площадь, которую необходимо заполнить мо-
лекулами ПАВ. Так, для КТ радиусом r число 
молекул ПАВ, при котором расстояние между 
КТ в плотноупакованной пленке изменяться не 
будет, можно оценить из соотношения

A0 n = 0.34r2,                        (1)
где A0 – площадь молекулы ПАВ, занимаемая в 
плотноупакованном монослое, n – число молекул 
ПАВ, приходящееся на одну КТ, r – радиус КТ. 

Для расчетов упаковки КТ можно взять эле-
ментарную ячейку в виде ромба со стороной, 
равной диаметру КТ, в который будут включены 
четыре части КТ, как показано на рис. 1, б. Тогда 
площадь одной элементарной ячейки для плот-
ноупакованных КТ будет составлять 55.4 нм. В 
этом случае на одну КТ будет приходиться не 
больше чем 26 молекул ПАВ. В работе [17] был 
проведен анализ фазовых состояний смешанного 
монослоя КТ : АРАХ при мольном соотношении 
компонентов раствора 1:26, на основании чего 
был сделан пересчет площади монослоя в пло-
щадь на элементарную ячейку.

Из физического смысла и методики расчета 
шероховатость Ra рассчитывается по формуле

,                   (2)
где yi – абсолютное отклонение от средней линии 
профиля (T, рис. 2).
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Результаты и их обсуждение

Изотермы сжатия монослоев приведены на 
рис. 3.

В таблице приведены значения параметров 
монослоев смесей квантовых точек и арахи-
новой кислоты, рассчитанных по изотермам 
сжатия: значения углов наклона касательных, 
проведенных к участку изотермы сжатия с 
максимальным углом наклона (K), коэффици-

ентов сжимаемости (δ), модулей сжатия (χ) и 
значений давления переноса (TP). На графике 
зависимости модуля сжатия от мольного соот-
ношения компонентов смеси КТ:АРАХ заметно, 
что при соотношении 1:26 модуль сжатия до-
стигает минимального значения. При этом при 
уменьшении количества арахиновой кислоты в 
растворе смеси, так же как и при ее увеличении, 
происходит увеличение значения модуля сжатия. 

Рис. 2. Изменение шероховатости при изменении расстояния между КТ в пленке

Рис. 3.  Зависимость изотерм сжатия от мольного соотношения компонентов смешанного 
монослоя

Зависимость свойств смешанных монослоев 
КТ:АРАХ от мольного соотношения компонентов

КТ:АРАХ TP, м Н/м K δ, м/мН χ, мН/м

∞ 44 14.8 0.001  777

1:130 26 1.24 0.007 136

1:52 26 0.87 0.009 105

1:26 16 0.61 0.012 83.6

1:13 15 0.63 0.011 95.6

1:5 13 0.74 0.009 118

1:0 9 0.74 0.008 130

Монослои были перенесены на твердые 
стеклянные подложки при поверхностных давле-
ниях, приведенных в таблице, и исследованы ме-
тодом атомно-силовой микроскопии на установке 
NT-MDT Ntegra Spectra. Изображения АСМ, 
полученные в ходе исследования смешанных 
монослоев, приведены на рис. 4.

При увеличении числа молекул ПАВ, 
приходящихся на одну квантовую точку, про-
исходит изменение морфологии сформирован-
ной пленки, а именно увеличение расстояния 
между КТ, вследствие чего в пленке появляются 
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области с высотой, отличающейся от средней 
высоты пленки. Об этом можно сделать вы-
вод, обратившись к сечению профиля поверх-
 ности пленки при соотношении КТ : АРАХ 1 : 26 

(рис. 5). Заметно, что перепады, обозначенные 
1 и 2 на рис. 5, высот в этом случае составляют 
порядка 8 нм, что сопоставимо с диаметром 
квантовой точки.

Рис. 4. Зависимость морфологии пленок, полученных на основе смешанных монослоев КТ : АРАХ, от моль-
ного соотношения компонентов: а – 1:5, б – 1:13, в – 1:26, г – 1:52, д – 1 : 130

a  
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Похожий вывод об изменении расстояния 
между КТ в процессе увеличения числа моле-
кул арахиновой кислоты в смешанном моно-
слое можно сделать, основываясь на изменении 
шероховатости поверхности пленок (рис. 6), 
изученной для участков площадью 2×2 мкм. 

Рис. 5. АСМ изображение поверхности пленки КТ : АРАХ 1:26 (а) и профили ее поверхности (б)

Видно, что при увеличении концентрации 
арахиновой кислоты в смешанном монослое 
КТ:АРАХ изменение шероховатости форми-
руемой пленки начинается при увеличении 
доли арахиновой кислоты больше, чем 1:26, а 
именно при мольных соотношениях 1:5,1:13 
и 1:26 шероховатость пленки не превышает 
2.4 нм, для соотношений 1:52 и 1:130 значение 
шероховатости увеличивается до 3.5 и 4.5 нм 
соответственно. 

Из формулы (2) и методики расчета шерохо-
ватости следует, что Ra может иметь минималь-
ные значения для двух крайних случаев: для 
монослоя без КТ и для плотноупакованного слоя 
КТ с минимальными просветами между ними. В 
нашем случае значения Ra изменяются от малых 
к большим примерно в два раза величинам, что 
свидетельствует о появлении в плотной упа-
ковкой КТ просветов с другим уровнем высот, 
соответствующих толщине монослоя.

Таким образом, на основании исследований 
для смешанных ленгмюровских монослоев 
КТ:АРАХ на поверхности воды и пленок ЛБ, 
полученных на их основе на поверхности твер-
дых подложек, предложено аналитическое вы-
ражение, согласно которому можно вычислить 

Рис. 6. Зависимость шероховатости пленки смешанного 
монослоя квантовых точек и арахиновой кислоты от 

мольного соотношения компонентов

а б

И. А. Горбачев, Е. Г. Глуховской. Изучение влияния соотношения компонентов 
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минимальную долю молекул матрицы ПАВ, 
при увеличении которой расстояние между 
КТ в ленгмюровском монослое увеличивается, 
что приводит к росту величины шероховатости 
пленки. Предложенное выражение позволило 
рассчитать мольное соотношение КТ:АРАХ для 
случая КТ диаметром 8 нм, равное 1:26. 
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The formation process of  quantum dots stabilized by the trioc-
tylphosphine oxide and arachidic acid molecules mixed monolayers 
was studied. An equation that determines a dependence of numbers 
of organic matrix molecules that separates quantum dots on e 
from each other in the close-packing Langmuir monolayer from 
quantum dots size was proposed. An existence of minimal numbers 
of organic matrix molecules for changing and tuning a distance 
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between quantu m dots in the Langmuir monolayer was shown. The 
solutions with ratio between numbers of quantum dots and matrix 
molecule numbers of 1:5, 1:13, 1:26, 1:52 and 1:130 were studied. 
The mixed monolayers of  indicated components ratio were studied 
by the compression isotherms method, transferred on solid glass 
substrates and studied via atomic force microscopy. An influence 
of components ratio in mixes Langmuir monolayers of quantum 

dots and arachidic acid molecules on the films morphology and 
roughness formed based on them was shown. A minimal num bers of 
arachidic acid molecules required for changing a distance between 
quantum dots of 8 nm diameter in the close-packing Langmuir 
monolayer was determined as 26. 
Key words: quantum dots, quantum dots mixed monolayers, 
Langmuir films.
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Разработаны способы дифференциации и идентификации штаммов Yersinia pestis средне-
векового биовара методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учётом результатов в 
режиме реального времени и методом SNP типирования. В работе использован 91 штамм 
Y. pestis средневекового биовара из очагов России и других стран СНГ, полученных из Го-
сударственной коллекции патогенных бактерий при ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб». Штаммы 
средневекового биовара представлены четырьмя уже известными филогенетическими 
линиями: 2.MED0, 2.MED1, 2.MED2, 2.MED3. В результате проведения филогенетиче-
ского анализа нами обнаружена новая филогенетическая линия, получившая название 
2.MED4. Найдены 3 SNPs, маркерные для данной линии и расположенные в белок-коди-
рующих областях генома, с помощью которых можно установить принадлежность штам-
мов средневекового биовара Y. pestis к ветви 2.MED4. Для проведения идентификации и 
дифференциации штаммов средневекового биовара методом мультиплексной ПЦР-РВ с 
гибридизационно-флуоресцентным учётом результатов выбраны 4 ДНК мишени: Med24, 
pCKF, 2.MED1, 2.MED3. В ходе исследования показана 100% специфичность данных ми-
шеней. Комплексное использование разработанных способов ПЦР-РВ и SNP типирования 
обеспечивает успешную дифференциацию штаммов средневекового биовара по филогео-
графической принадлежности. 
Ключевые слова: возбудитель чумы, дифференциация штаммов, ПЦР-РВ, филогенети-
ческий анализ.
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Введение

Чума – природно-очаговая особо опасная инфекционная болезнь, 
этиологическим агентом которой является грамотрицательная бак-
терия Yersinia pestis. Чума до сих представляет серьёзную опасность 
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для общества, проявляя себя в виде вспышек и 
отдельных случаев заболевания [1–7].

Штаммы возбудителя чумы делятся на основ-
ной и неосновные подвиды. Высоковирулентны-
ми и эпидемически значимыми являются штаммы 
основного подвида [1–6]. Среди представителей 
основного подвида наиболее эволюционно мо-
лодой является ветвь средневекового биовара. 
Штаммы именно этого биовара послужили при-
чиной крупных вспышек чумы в Поволжье в 
конце XVIII – начале XX в. 

Представители средневекового биовара ши-
роко распространены на территории Евразии и не 
встречаются на других континентах. Они цирку-
лируют в 32 из 45 природных очагов стран СНГ, в 
том числе в 7 из 11 очагов Российской Федерации. 
Штаммы этого биовара также встречаются на тер-
ритории Китая, Ирана, Индии и Монголии [3, 4].

В связи с широкой распространенностью и 
высокой вирулентностью штаммов средневеково-
го биовара актуальной является разработка совре-
менных способов молекулярной идентификации 
штаммов данного биовара, что необходимо для 
повышения эффективности эпидемиологического 
мониторинга очагов России и других стран СНГ.

Цель работы – разработка способов диффе-
ренциации штаммов Yersinia pestis средневеко-
вого биовара методом ПЦР с гибридизационно-
флуоресцентным учётом результатов в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ) и методом SNP 
типирования.

Материалы и методы

Исследование проводилось в лаборатории 
молекулярной микробиологии ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб». Был использован 91 штамм Y. pestis 
из Государственной коллекции патогенных бак-
терий при РосНИПЧИ «Микроб». Фрагментное 
секвенирование проводили на генетическом ана-
лизаторе «Applied Biosystems 3500XL». Анализ 
полученных последовательностей выполняли 
при помощи программ Mega 7.0 и алгоритма 
BLAST. Полногеномное секвенирование геномов 
штаммов выполняли в системе Ion PGM (Life 
Technologies, США) в соответствии с инструкцией 
производителя. Для проведения филогенетиче-
ского анализа и установления популяционной 
структуры Y. pestis на основании полногеномного 
SNP анализа применяли эффективный биоинфор-
мационный алгоритм (Wombac 2.0, PAUP 4.0, 
MEGA 7.0, FigTree 1.4.3) [4]. Поиск indel-мишеней 
и SNP осуществляли в программах Mauve 2.4.0 и 
MEGA 7.0 соответственно. Для разработки спо-
соба дифференциации штаммов средневекового 
биовара использовали метод ПЦР с гибридиза-

ционно-флуоресцентным учётом результатов в 
режиме реального времени (ПЦР-РВ) с исполь-
зованием мишеней Med24, 2.MED0, 2.MED1 и 
2.MED3 [2–4]. Реакция ПЦР-РВ на мишень Med24 
проводилась отдельно, другие мишени амплифи-
цировались мультиплексно. Условия реакции для 
проведения ПЦР были следующими: 1 цикл 95°С 
15 мин; 5 циклов 95°С 20 с, 60°С 20 с, 72°С 20 с; 
30 циклов: 95°С 15 с, 58°С 45 с, 72°С 20 с.

Результаты и их обсуждение

Для проведения филогенетического анализа 
и определения популяционной структуры средне-
векового биовара выполняли полногеномный SNP 
анализ геномов штаммов из природных очагов РФ 
и сопредельных государств. Филогенетический 
анализ проводили с помощью метода Maximum 
Likelihood c моделью замены HKY85 при помощи 
программы PhyML 3.1. В результате анализа была 
выявлена 1791 единичная нуклеотидная замена в 
коровом геноме использованных штаммов. 

Как следует из дендрограммы (рисунок) 
штаммы средневекового биовара (2.MED) вклю-
чают четыре основные филогенетические линии: 
2.MED0, 2.MED1, 2.MED2, 2.MED3 [3, 4].

В основании ветви 2.MED расположен 
штамм C-627, относящийся к ветви 2.MED0. 
Штаммы данной линии отличаются от других 
средневековых штаммов: для своего роста нуж-
даются в аминокислоте пролине, обладают уни-
кальной плазмидой pCKF и встречаются только 
в Центрально-Кавказском высокогорном очаге в 
России [2–4]. Далее от общего ствола эволюции 
последовательно ответвляются линии 2.MED3 и 
2.MED2, штаммы которых циркулируют в некото-
рых провинциях Китая, граничащих со странами 
СНГ. Самой разнообразной филогенетической 
линией средневекового биовара является 2.MED1. 
Штаммы данной линии широко распростране-
ны на территории России, других стран СНГ, а 
также – в Туркмении, Грузии и других сопредель-
ных государствах. Линия 2.MED1, как следует 
из дендрограммы (см. рисунок), в свою очередь, 
делится на два ветви: Среднеазиатско-Китайскую 
и Кавказско-Каспийскую в соответствии с фило-
географическим принципом, что совпадает с ранее 
полученными результатами [3, 4].

При анализе дендрограммы впервые выяв-
лена еще одна отдельная эволюционная линия, 
ранее не представленная в филогении средневе-
кового биовара. Мы обозначили ее как 2.MED4. 
Эту ветвь составили три штамма (4, 146_200, 
31_38), выделенные в разное время в очагах 
Кавказа и Прикаспия: Зангезуро-Карабахском и 
Волго-Уральском песчаном.
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Филогенетический анализ и популяционная структура средневекового биовара (2.MED) по данным полно-
геномного SNP анализа 117 штаммов Y. pestis из природных очагов РФ и сопредельных государств (метод 

Maximum Likelihood c моделью замены HKY при помощи программы PhyML 3.1)

Для выявления штаммов средневекового 
биовара, которые относятся к новой филогенети-
ческой линии 2.MED4, нами был проведен поиск 
специфических для этой линии генетических 
маркеров – indel-мутаций и SNPs при помощи 
программ Mauve 2.4.0 и Mega 7.0.

На первом этапе проводили сравнительный 
анализ геномов в программе Mauve 2.4.0. По 
результатам данного анализа у представителей 

линии 2.MED4 indel-мутаций обнаружено не 
было. Следующим этапом был поиск уникаль-
ных SNP’s в программе Mega 7.0 при помощи 
функции Phylogenetic analysis. Нами были 
выбраны 3 SNPs, расположенные в белок-ко-
дирующих областях (табл. 1). На данные ми-
шени были рассчитаны праймеры с помощью 
программы Vector NTI 10 (табл. 2). Праймеры 
были синтезированы в РосНИПЧИ «Микроб». 

Таблица 1 
Выбранные маркерные SNP мишени на линию 2.MED4

Позиция маркерного SNP по геному 
референтного штамма Y.  pestis СО92 Замена нуклеотида Локус, кодируемый продукт

117694 А → G priA – праймосома-связывающий белок
522489 C → A apaH – диаденозин тетрафосфат

3869329 G → A phnL – фосфонаты, транспортирующие 
АТФ-связывающий белок 



Биология 309

С их использованием методом ПЦР получали 
ампликоны, содержащие вариабельные нукле-
отиды. Амплифицированные ПЦР фрагменты 
секвенировали и по наличию маркерных нукле-
отидов устанавливали принадлежность штаммов 
к ветви 2.MED4. 

С помощью рассчитанных праймеров (см. 
табл. 2) на принадлежность к ветви 2.MED4 
было проверено 12 штаммов Y. pestis, близких 
по региону и времени выделения к штаммам 
этой ветви. В результате удалось выявить еще 
два штамма (102(147) и 27(33)), относящиеся к 
Волго-Уральскому степному и Прикаспийско-
му Северо-Западному степному очагам соот-
ветственно, которые содержали все три SNPs, 
маркерных для 2.MED4.

Поскольку методы секвенирования требуют 
наличия дорогостоящего оборудования актуаль-
ным является поиск быстрых и эффективных 
методов идентификации и дифференциации 

штаммов Y. pestis с помощью более доступных 
методов молекулярно-генетического анализа. В 
последнее время широкое распространение в 
лабораторной диагностике возбудителей инфек-
ционных болезней получил метод ПЦР с гибри-
дизационно-флуоресцентным учётом результатов 
в режиме реального времени.

Для разработки метода идентификации и 
дифференциации штаммов Y. pestis средневеко-
вого биовара методом ПЦР-РВ с гибридизаци-
онно-флуоресцентным учётом результатов были 
выбраны следующие ранее найденные ДНК 
мишени: Med24, 2.Med0, 2.Med1 и 2.Med3 [2–4]. 
Ранее эти ДНК мишени были использованы в 
основном для разделения штаммов методом ПЦР 
с электрофоретическим учётом результатов. 

В рамках данной работы эти ДНК мишени 
использовались для проведения ПЦР-РВ. На них 
были рассчитаны праймеры и зонды в формате 
TaqMan (табл. 3).

                                                                                                                        Таблица 2
Олигонуклеотидные праймеры на SNP линии 2.MED4 

Праймеры Последовательности праймеров 5’→ 3’

apaH-S
apaH-As GGGACCACGGGCAACTAAA TGGCTGCCTCGATGAAT

phnL-S
phnL-As

ACGCTGCTACGCTCCCTCTA
TGACTGACCCAACCGACA

priA-S
priA-As

TCAGCCGTTGCAGCAGTT
GGCGTTATGGATTATGGG

                                                                                                                                         Таблица 3
Олигонуклеотидные праймеры и зонды для дифференциации штаммов 

методом ПЦР-РВ 

Праймер Последовательность праймера,зонда

2.Med1-S AGCGGCACTCTCTACGAAAT

2.Med1-As TGACTCCATTGAAGACGCTATTG

2.Med3-S CCGTTGTACGATGGTGCTTT

2.Med3-As CCGTGAGGTCTGTGGTGTAT

Med(24)-(RealTime)-S GCCAGTGTGTGTCTAAAG

Med(24)-(RealTime)-As CGCAACATTCGTCGCAAA

pCKF(RealTime)-S aaccgcctaagcactttat

pCKF(RealTime)-As cgtcaggaactcaacgaa

TaqMan зонд Последовательность зонда

2.Med1-Zond FAM-TCACCCATCGGTAAAGCAGCAGCATACGA-RTQ1

2.Med3-Zond Cy5-TGAGCCAGTGCGCCACCACT-BHQ2

Med(24)-Zond R6G -ACATTGTGCTGGACTCACAGCCCC- RTQ1

pCKF(RealTime)-Zond ROX -atcagagagcatttgagcggttg- BHQ2

А. Н. Балыкова и др. Дифференциация штаммов Yersinia pestis 
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Способ дифференциации штаммов средне-
векового биовара по принадлежности к фило-
генетическим линиям осуществляется в две 
реакции ПЦР-РВ: реакцию с мишенью Med24 
проводят в отдельной пробирке. С мишенями 
2.Med1, 2.Med3 и pCKF проводят мультиплекс-
ную ПЦР-РВ в одной пробирке. 

Принадлежность исследуемого штамма к 
средневековому биовару устанавливают по от-
сутствию сигнала флуоресценции по жёлтому 
каналу R6G, по которому детектируется мишень 
Med24. По наличию сигнала флуоресценции по 
оранжевому каналу ROX, по которому происхо-
дит определение мишени pCKF, устанавливают 
принадлежность штаммов к линии 2.MED0. 
Отсутствие сигнала флуоресценции по зелёно-
му каналу FAM по мишени 2.Med1 означает, 
что штамм принадлежит к линии 2.MED1. От-
рицательный сигнал флуоресценции по красно-
му каналу Cy5 по мишени 2.Med3 характерен 
для штаммов линии 2.MED3. Штаммы линии 
2.MED2 дают сигнал флуоресценции по мишени 
2.Med1 и по 2.Med3. По совокупности результа-
тов по всем четырём ДНК-мишеням определяют 
принадлежность штаммов Y. pestis к средневеко-
вому биовару и его филогенетическим линиям 
(табл. 4). 

В ходе исследования 91 штамма средневеко-
вого биовара показана 100% специфичность раз-
работанного способа дифференциации штаммов 
Y. pestis средневекового биовара. 

Таблица 4
Сводная таблица определения принадлежности 
исследуемого штамма Y. pestis к средневековому 

биовару и филогенетическим линиям

Филогенетическая 
линия

ДНК мишень

Med24 2.Med1 2.Med3 pCKF

2.MED0 + + + +

2.MED1 – – + –

2.MED2 – + + –

2.MED3 – + – –

Заключение

Нами проведён анализ современной попу-
ляционной структуры штаммов средневекового 
биовара Y. pestis методом полногеномного SNP 
анализа и обнаружена новая филогенетическая 
линия 2.MED4. На данную линию найдены 
уникальные SNPs, с помощью которых можно 
проводить определение принадлежности штам-
мов средневекового биовара к линии 2.MED4. 
Также разработан способ идентификации и 

дифференциации штаммов различных фило-
генетических линий средневекового биовара 
2.MED0, 2.MED1, 2.MED2 и 2.MED3 методом 
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учё-
том результатов в режиме реального времени. 
Комплексное использование разработанных 
способов ПЦР-РВ и SNP типирования обеспечи-
вает дифференциацию штаммов средневекового 
биовара по филогеографической принадлеж-
ности.
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Methods of differentiation and identification of Yersinia pestis strains of 
medieval biovar by real-time PCR method with hybridization-fluorescent 
results’ registration and SNP typing method have been developed. 
Ninety-one Y. pestis strains of medieval biovar from the plague foci 
of Russia and other CIS countries, received from the State Collection 
of Pathogenic Bacteria at the Russian Research Anti-Plague Institute 
“Microbe”, were used in this work. The strains of medieval biovar 
are represented by four already known phylogenetic lines: 2.MED0, 
2.MED1, 2.MED2, 2.MED3. As a result of phylogenetic analysis we have 
discovered a new phylogenetic line, named 2.MED4. We have found 
3 SNPs, which are marker for this line and located in protein-coding 
regions of the genome, which can be used to establish the belonging 
of Y. pestis strains of the medieval biovar to the line 2.MED4. To identify 
and differentiate strains of the medieval biovar by the multiplex real-
time PCR method with hybridization-fluorescent results’registration, 
4 DNA-targets: Med24, pCKF, 2.MED1, 2.MED3 have been selected. 
100% specificity of these targets is shown. The use of a complex of 
the developed methods of real-time PCR and SNP typing provides a 
successful differentiation of strains of the medieval biovar by phylo-
geographic affiliation.
Key words: plague agent, differentiation of strains, real-time PCR, 
phylogenetic analysis.
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Экстраклеточные и мембранные полисахариды галофильных 
бактерий вызывают интерес исследователей как перспективные 
биополимеры, активно участвующие в адаптации и обеспечении 
нормальной физиологии микроорганизмов в засолённых сре-
дах, сопутствующих многим биотехнологическим процессам. 
Целью настоящей работы являлось выделение, фракциониро-
вание и характеристика состава гликополимеров поверхности 
галофильных грамотрицательных бактерий, выделенных из 
образцов соли озер Карун (Египет) и Эльтон (Россия) – штам-
мов Chromohalobacter salexigens EG1QL3 и Halomonas ventosae 
RU5S2EL соответственно. Бактерии культивировали в жидкой 
среде S-G. Экзополисахариды (ЭПС) осаждали из культураль-
ной жидкости этанолом и фракционировали гель-проникающей 
хроматографией. Липополисахариды (ЛПС) экстрагировали 45% 
горячим водным раствором фенола из сухой биомассы. Опреде-
ляли биополимерный состав ЛПС, соотношение жирных кислот 
липидов A и моносахаридный состав ЭПС и ЛПС. Установлено, 
что исследуемые культуры C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae 
RU5S2EL продуцируют ЭПС с выходом 11.5 и 3 г/л соответствен-
но. ЭПС H. ventosae RU5S2EL представляет собой смесь гете-
рополисахаридов различного состава из рамнозы, маннозы и 

глюкозы, в то время как ЭПС C. salexigens EG1QL3 является фрук-
таном, гетерогенным по молекулярной массе. Анализ SDS ПААГ 
показал, что в ЛПС H. ventosae RU5S2EL преобладали S-формы 
молекул, а штамм C. salexigens EG1QL3 продуцировал R-формы 
ЛПС. Газожидкостная хроматография (ГЖХ) ацетилированных 
2-(S)-октилгликозидов позволила обнаружить в углеводной части 
ЛПС обоих штаммов наличие D-глюкозы и L-рамнозы в разных со-
отношениях. 3-Гидроксидодекановая, гексадекановая и октаде-
ценовая кислоты были идентифицированы в качестве основных 
компонентов гидрофобной части ЛПС обоих штаммов. Показана 
перспективность штамма H. ventosae RU5S2EL для проведения 
дальнейших исследований структуры ОПС.
Ключевые слова: галофильные и галотолерантные микроорга-
низмы, экзополисахарид, липополисахарид.
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Природные и искусственные гиперсоленые 
среды с концентрацией солей, дважды превы-
шающей таковую для морской воды (такие как 
соленые озера и испарительные пруды), встре-
чаются на всех континентах. Для них характерно 
большое разнообразие аборигенной микрофлоры, 
адаптированной к жизни при высоких концен-
трациях солей, в составе которой встречаются 
представители архей, бактерий и эукариот [1]. 
Прогресс в методологии молекулярно-генети-
ческих исследований и биоинформатики су-
щественно расширил понимание особенностей 
микробного метаболизма в экстремально засо-
ленных условиях. Для ряда галофильных микро-
организмов была показана способность разлагать 
углеводороды и другие токсичные химические 
вещества, что позволяет рассматривать их в ка-
честве перспективных агентов биоремедиации 
различных сред от комплексных загрязнений 
[2, 3]. Помимо экологического аспекта исполь-
зования экстремофилов эти микроорганизмы 
востребованы в биотехнологии. Например, 
галофильные гамма-протеобактерии семейства 
Halomonadaceae (включая представителей родов 
Aidingimonas, Carnimonas, Chromohalobacter, 
Cobetia, Halomonas, Halotalea, Kushneria, 
Modicisalibacter, Salinicola и Zymobacter) явля-
ются продуцентами солеустойчивых ферментов 
(амилаз, протеаз и нуклеаз), биосурфактантов и 
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внеклеточных полисахаридов, используемых в 
различных биотехнологических процессах [4–6]. 
Полисахариды бактериальной поверхности обла-
дают большим потенциалом для использования 
в процессах извлечения нефти, фармацевтичес-
кой и пищевой промышленности. Некоторые из 
них, связываясь с токсичными соединениями, 
такими как фенол, фосфорорганические соеди-
нения и другие, образующиеся при производстве 
либо использовании пестицидов и гербицидов, 
способствуют их дальнейшему разложению и, 
следовательно, очистке от них окружающей 
среды [4–6]. При этом гликополимеры могут 
обладать выраженной биологической активно-
стью в отношении теплокровных животных. В 
связи с этим характеристика структурных осо-
бенностей гликополимеров является актуальной 
задачей.

Целью настоящего исследования являлось 
выделение, фракционирование и характеристика 
химического состава ЭПС и ЛПС внешних мем-
бран двух штаммов – представителей семейства 
Halomonadaceae – Chromohalobacter salexigens 
EG1QL3 и Halomonas ventosae RU5S2EL, выде-
ленных из образцов соли озер Карун (мухафаза 
Эль-Файюм, Египет) и Эльтон (Волгоградская 
область, Россия).

Материалы и методы

Объектами исследования являлись два штам-
ма грамотрицательных галофильных бактерий 
C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae RU5S2EL. 
Исследуемые штаммы микроорганизмов были 
идентифицированы нами ранее и отнесены к 
пограничным экстремальным галофилам (вы-
держивающим концентрации хлорида натрия до 
15%) и слабым галофилам (до 5%) соответствен-
но. Бактерии культивировали в модифицирован-
ной жидкой среде S-G (500 мл) с добавлением 
10% NaCL в среду для C. salexigens EG1QL3 
и 5% NaCL для H. ventosae RU5S2EL в литро-
вых колбах Эрленмейера в течение 7 суток при 
37°C в условиях постоянного перемешивания. 
Выбор концентраций соли был осуществлен 
на основе оптимизации условий выращивания 
бактерий и продукции ЭПС. Бактериальные 
клетки осаждали центрифугированием (3500×g,
40 мин). Клетки дважды ресуспендировали 
0.15 М раствором NaCl и переосаждали центри-
фугированием, после чего пятикратно обрабаты-
вали ацетоном, высушивали на воздухе и мелко 
диспергировали. Из ацетонового порошка клеток 
(~ 4 г) выделяли ЛПС модифицированным водно-
фенольным методом Вестфаля без разделения фаз 
[7]. Культуральную жидкость концентрировали 

на роторном вакуумном испарителе Laborota 
4000 («Heidolph”, Германия) при 40°C до объема 
~ 100 мл, диализовали против дистиллированной 
воды 48 ч (диализный мешок OrDial D14, раз-
мер пор 12–14кДа) и вновь концентрировали. 
ЭПС осаждали трехкратным объемом этилового 
спирта (−18°C, 16 ч). После центрифугирования 
(3500×g, 30 мин) осадок ЭПС перерастворяли 
в воде и вновь осаждали спиртом. Препараты 
ЭПС и ЛПС C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae 
RU5S2EL лиофилизировали. Фракционирование 
ЭПС осуществляли методом гель-фильтрации 
на колонке с носителем Sepharose CL-4B 
(40×1.5 см) («GE Healthcare», США) в 25 мМ 
NH4HCO3. ЛПС подвергали мягкой кислотной 
деградации 2 %-ной CH3CO2H (100°C, 2 ч). 
Выпавший осадок липида А удаляли после цен-
трифугирования (12000×g, 20 мин), а водораство-
римую часть гель-проникающей хроматографией 
разделяли на колонке с носителем Sephadex G-50 
(55×1.5 см) («GE Healthcare», США) в пири-
дин-ацетатном буфере (рН 4.1). График элюции 
строили по оптической плотности продуктов ре-
акции компонентов фракций с фенолом и серной 
кислотой при λ = 490 нм.

Электрофорез ЛПС проводили в денатури-
рующих условиях с додецил-сульфатом натрия 
в 15% полиакриламидном геле (SDS ПААГ) [8] 
с последующей визуализацией продуктов разде-
ления красителем на основе нитрата серебра [9]. 

Определение содержания в гликополимерах 
углеводов, белков, 3-дезокси-D-манно-окт-2-
улозоновой кислоты (КДО) и фосфорной кислоты 
проводили общепринятыми методами, описан-
ными в работе [10]. Измерения выполняли на 
спектрофотометре Specord 40 («Analytik Jena 
AG», Германия). Определение состава жирных 
кислот в виде их метиловых эфиров (МЖЭК) 
осуществляли с помощью ГЖХ на хроматографе 
GС-2010 («Shimadzu», Япония). Метилирование 
проводили по методу, изложенному в работе 
[11]. Определение моносахаридного состава и 
установление абсолютных конфигураций саха-
ров проводили методом ГЖХ ацетатов полиолов 
и ацетилированных октил-гликозидов [12, 13]. 
Моносахаридный состав ЭПС также определяли 
методом ТСХ на алюминиевых пластинах с цел-
люлозным покрытием после гидролиза гликопо-
лимеров, визуализацию результатов осуществля-
ли опрыскиванием пластин фталатом анизидина. 
Результаты 5 независимых экспериментов (не 
менее 3 повторностей) подвергали статистиче-
ской обработке с использованием пакета «Анализ 
данных» MS Excel. Доверительные интервалы 
приведены для надежности 95%.
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Результаты и их обсуждение

Из культуральной жидкости бактерий 
C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae RU5S2EL 
были получены препараты ЭПС с выходом 
11.5 и 3 г/л соответственно. Препараты ЭПС ис-
следуемых штаммов практически не содержали 
белковых примесей (менее 1%). Гель-фильтрация 
с использованием носителя Sepharose CL-4B 
позволила выделить две высокомолекулярные 
фракции в ЭПС EG1QL3 в соотношении ~ 2.3 : 1 
и три фракции в ЭПС RU5S2EL в соотношении 
~ 4.5 : 1 : 5 (рис. 1). Моносахаридный анализ вы-
деленных фракций ЭПС обоих штаммов методом 
ГЖХ ацетатов полиолов и ТСХ позволил иден-
тифицировать в составе первой фракции ЭПС 
H. ventosae RU5S2EL рамнозу, маннозу и глюко-
зу в соотношении 1.3 : 1.1 : 1, в то время как во 
второй и третьей фракциях преобладала манно-
за. Состав моносахаридов обеих фракций ЭПС 
C. salexigens EG1QL3, выявляемый методом ГЖХ 
ацетатов полиолов, был идентичным, а домини-
рующими сахарами являлись манноза и глюкоза. 
Однако методом ТСХ в составе этих же препара-
тов была выявлена фруктоза, из которой, очевид-
но, в процессе пробоподготовки для анализа ГЖХ 
образовывались ее два энантиомера – манноза и 
глюкоза. Следовательно, установлено, что ЭПС 

H. ventosae RU5S2EL представляет собой смесь 
гликополимеров различного строения, в то время 
как C. salexigens EG1QL3 продуцирует в качестве 
ЭПС гетерогенный по молекулярной массе фрук-
тан. Синтезируемые бактериями фруктаны явля-
ются весьма востребованными биополимерами и 
широко используются в пищевой, химической и 
фармацевтической промышленностях. Учитывая 
довольно высокий выход фруктана, бактерии 
C. salexigens EG1QL3 представляются весьма 
перспективным объектом для биотехнологии.

Выход препаратов ЛПС C. salexigens EG1QL3 
и H. ventosae RU5S2EL составил 2.8 и 6 % от 
массы высушенных ацетоном клеток соответ-
ственно. Результаты электрофореза в SDS ПААГ 
препаратов ЛПС (рис. 2) позволили выявить 
преобладание в ЛПС исследуемого штамма 
C. salexigens молекул R-формы, представленных 
гидрофобным доменом липидом А и кором. В то 
же время штамм H. ventosae RU5S2EL продуци-
ровал преимущественно S-формы молекул ЛПС с 
высокой степенью замещения корового олигоса-
харида О-специфическим полисахаридом (ОПС), 
о чем свидетельствует характерная «лестница» на 
фореграмме ЛПС, обусловленная присутствием 
ОПС, различающихся степенью полимеризации 
на одно повторяющееся звено.

Рис. 1. Профиль элюции ЭПС C. salexigens EG1QL3 и H. ven tosae 
RU5S2EL на колонке с Sepharose CL-4B: 1–3 – фракции ЭПС
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Рис. 2. Результат ДСН-ПААГ 
электрофореза ЛПС бакте-
рий C. salexigens EG1QL3 (1) 
и H. ventosae RU5S2EL (2)
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Препараты ЛПС обоих штаммов содержали 
все характерные для данных молекул компо-
ненты: углеводы, в том числе и КДО, остатки 
3-гидроксилированных алкановых кислот и 
фосфорной кислоты (таблица). Следует отметить, 
что в ЛПС C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae 
RU5S2EL было выявлено примерно равное ко-
личество КДО. По содержанию углеводов ЛПС 
существенно различались, что согласовывалось 
с данными электорофоретического анализа. В 
процентном соотношении количество остатков 
фосфорной кислоты в ЛПС штамма EG1QL3 в 
1.5 раза превышало таковое для ЛПС RU5S2EL, 
что также может быть обусловлено преобладани-
ем S-форм молекул в последнем. 

Биополимерный состав ЛПС C. salexigens EG1QL3 
и H. ventosae RU5S2EL (содержание, %)

Компонент
ЛПС штамма

EG1QL3 RU5S2EL

           Углеводы 18.31.6 27.92.5

           Белок 0.710.06 1.40.1

           КДО 0.330.01 0.300.04

          Aосфорная кислота 1.780.21 1.140.25

М
ЭЖ

К
*

3-Гидроксидодекановая 32 45

Додекановая – 14.8

Гексадеценовая 13.3 –

Гексадекановая 26.4 25

Октадеценовая 27.7 15.2

Примечание. «–» – отсутствовала; * представлено 
содержание (%) от суммы идентифицированных МЭЖК.

Методом ГЖХ ацетатов полиолов и октил-
гликозидов в составе углеводной части ЛПС 
обоих штаммов были обнаружены L-рамноза 
и D-глюкоза, но соотношение их различалось: 
~ 1 : 1.5 для ЛПС C. salexigens EG1QL3 и ~ 3 : 1 
для ЛПС H. ventosae RU5S2EL. 

Учитывая филогенетическое родство иссле-
дуемых штаммов, можно было ожидать близость 
строения гидрофобного домена ЛПС – липи-
да А – самой консервативной части молекулы. 
Как известно, 3-гидроксиалкановые кислоты – 
маркерные компоненты ЛПС грамотрицательных 
бактерий, являются первичными, т.е. амидными 
и сложноэфирными связями присоединяются к 
углеводному остову липида А, чаще всего пред-
ставленному димером β-D-глюкозамина, фосфо-
рилированным в 1 и 4’ положениях [14]. В обоих 
исследуемых ЛПС преобладающей являлась 3-ги-

Рис. 3. Профиль элюции углеводных компонентов ЛПС 
C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae RU5S2EL на колонке 
с Sephadex G-50: 1 – фракции ОПС, 2 – фракции корового 
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дроксидодекановая кислота, а также были иден-
тифицированы гексадекановая и октадеценовая 
кислоты (см. таблицу). Суммарное содержание 
этих трех кислот в липидах А ЛПС штаммов 
C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae RU5S2EL 
составляло 85–86% всех идентифицированных 
жирных кислот. Однако выделенные ЛПС отли-
чались наличием додекановой кислоты (~15%) 
у штамма RU5S2EL и гексадеценовой кислоты 
(~ 15%) у штамма EG1QL3. 

Исследуемые ЛПС были подвергнуты 
мяг кой кислотной деградации с последующей 
гель-фильтрацией водорастворимой углеводной 
части (рис. 3). В результате были получены 
фракции ОПС и коровых олигосахаридов, по 
выходу которых ЛПС H. ventosae RU5S2EL 
и C. salexigens EG1QL3 сильно различались. 

Для штамма H. ventosae RU5S2EL выход ОПС и 
корового олигосахарида составил 40% и 13.5% 
от массы ЛПС, в то время как для ЛПС штамма 
C. salexigens EG1QL3 выход этих фракций соста-
вил 2.5 и 28%. Эти данные хорошо согласуются 
с результатами электрофоретического разделе-
ния и анализа биополимерного состава. Таким 
образом, показана перспективность штамма 
H. ventosae RU5S2EL для проведения дальнейших 
исследований структуры ОПС. 
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Extracellular and membrane polysaccharides of halophilic bacte-
ria arouse the interest of researchers as promising biopolymers 
involved in adaptation and maintenance of normal physiology of 
microorganisms in saline environments that accompany many 
biotechnological processes. This work aimed at structural char-
acteristic of surface glycopolymers of halophilic Gram-negative 
bacteria isolated from the salt samples of the lakes Qarun (Egypt) 
and Elton (Russia) – strains Chromohalobacter salexigens EG1QL3 
and Halomonas ventosae RU5S2EL, respectively. The strains were 
cultured in a liquid S-G medium. Exopolysaccharides (EPS) were 
precipitated from the culture liquid with ethanol and fraction-
ated by gel-permeation chromatography. Lipopolysaccharides 
(LPS) were extracted from dry biomass by Westphal method. 
Biopolymer composition of the LPS, fatty acid composition of 
lipids A, and the monosaccharide composition of the EPS and LPS 
were determined. It was found that C. salexigens EG1QL3 and H. 
ventosae RU5S2EL produce EPS with a yield of 11.5 and 3 g/L, 
respectively. The EPS of H. ventosae RU5S2EL is a mixture of the 
heteropolysaccharides from rhamnose, mannose and glucose, 
while C. salexigens EG1QL3 EPS is a fructan heterogeneous in 
molecular weight. SDS PAGE analysis showed that in the LPS 
from C. salexigens EG1QL3 R-forms prevailed, while in H. ventosae 
RU5S2EL LPS S-forms were predominant. GLC of acetylated 
2-(S)-octylglycosides demonstrated that the LPS of both strains 
contained D-glucose and L-rhamnose in a different ratio. 3-Hy-
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droxydodecanoic, hexadecanoic and octadecenoic acids were 
identified among the main components of the hydrophobic part 
of the LPS of both strains. The LPS from H. ventosae RU5S2EL is 
promising for further research on the structure of OPS.
Key words: halophilic and halotolerant bacteria, exopolysac-
charides, lipopolysaccharides. 
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Холера остается глобальной угрозой для общественного здра-
воохранения. Даже спорадические случаи завоза инфекции 
наносят весомый социально-экономический ущерб. В связи со 
сложившейся ситуацией важную роль в снижении заболеваемо-
сти играет разработка и усовершенствование современных без-
опасных химических вакцин против холеры, вызванной V.cholerae 
О1 и O139 серогрупп, что является важным и перспективным на-
правлением научных исследований. 
Ключевые слова: дот-иммуноанализ, коллоидное золото, хо-
лерная химическая вакцина, О-антиген.
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Введение

На территории Российской Федерации лицен-
зирована вакцина холерная бивалентная химиче-
ская, разработанная в РосНИПЧИ «Микроб» и со-
стоящая из холерогена-анатоксина и О-антигенов 
холерного вибриона сероваров Инаба и Огава. 
Для характеристики качества и методов контроля 
специфической активности О-антигена V.cholerae 
как в полуфабрикате вакцины (фракции), так и в 
готовом препарате (таблетке) в настоящее время 
используют серологические методы, которые 
основаны на антигенной активности в реакции 
непрямой гемагглютинации и в реакции диффу-
зионной преципитации в геле. Постановка данных 
реакций достаточно трудоемка и длительна по 
времени, а в случае реакции диффузной пре-
ципитации (РДП) малоинформативна. Так как 
отсутствуют коммерческие наборы по опреде-
лению специфической активности О-антигена, 

то актуален вопрос о разработке и внедрении 
новых экспрессных методов контроля в процессе 
производства вакцины. Быстротой, технической 
простотой и высокой чувствительностью обладает 
вариант твердофазного иммуноферментного ана-
лиза – дот-иммуноанализ (ДИА). В связи с этим 
целью настоящего исследования являлось изуче-
ние возможности применения дот-иммуноанализа 
для оценки активности О-антигена в полуфа-
брикате вакцины и готовом препарате холерной 
химической вакцины.

Материалы и методы

В качестве антигенных препаратов исполь-
зовали лиофилизированные специфически сте-
рильные полуфабрикаты холерной вакцины, 
выделенные из культуральной жидкости путем 
концентрирования и осаждения сернокислым 
аммонием. В состав готовой лекарственной 
формы входят лиофилизированные О-антигены 
и наполнитель (сахароза, стеарат кальция, тальк 
и крахмал). Постановка дот-иммуноанализа осу-
ществлялась в двух вариантах: с использованием 
конъюгата на основе стафилококкового белка А, 
меченного наночастицами коллоидного золота 
диаметром 15–17 нм, и вариант дот-ИФА с анти-
видовыми антителами, меченными пероксидазой.

Результаты и их обсуждение

На первом этапе работы мы провели ана-
лиз 15 отобранных образцов специфических 
фракций О-антигена (концентрация 5 мг/мл) 
с помощью методов дот-иммуноанализа, ре-
акции непрямой гемагглютинации (РНГА) и 
РДП. Результаты, полученные двумя методами 
дот-иммуноанализа, представляют средние по-
казатели трех определений. Полученные нами 
данные в некоторых случаях разнятся, причем 
методика с использованием белка А, меченного 
коллоидным золотом, показывает бóльший титр 
антигена в образце, что может быть связано с 
бóльшей чувствительностью метода за счет 
свойств коллоидного золота. Коэфициент кор-
реляции с данными РНГА составляет 0,79, тогда 
как второй методики 0,58. Для дополнительного 
количественного учета концентрации антигенов 
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в исследуемых пробах пользовались денситоме-
трической оценкой реакционных зон с помощью 
«Универсальной компьютерной программы 
для количественного учета биохимических реак-
ций» и рассчитали минимальную концентрацию 
антигена в специфических фракциях, обнаружен-
ную с помощью дот-анализа с белком А, равную 
3,92 мкг.

Поскольку ДИА с коллоидным золотом по-
казал большую чувствительность, то на следу-
ющем этапе работы мы использовали именно эту 
методику для определения активности О-антигена 
в готовой лекарственной форме. Для анализа 
использовали 5 серий готовой таблетированной 
химической холерной вакцины. Полученные ре-
зультаты говорят о том, что ДИА с белком А и кол-
лоидным золотом способен выявлять О-антиген 
в готовой лекарственной форме вакцины. Ко-
эффициент корреляции с данными РНГА 0,76. 
Важно, что данный метод не требует сложной 
пробоподготовки, поскольку наполнители хи-
мической вакцины отрицательно влияют на по-
казатели активности антигенов, для проведения 
РНГА разработана трудоемкая пробоподготовка, 
включающая щелочной гидролиз растворенной 
таблетки, тогда как в данной методике она за-
ключается лишь в центрифугировании нативного 
раствора таблетки при малых оборотах.

Заключение

Таким образом, в ходе проведенного иссле-
дования нами доказана возможность примене-
ния дот-иммуноанализа для оценки активности 
О-антигена в полуфабрикате вакцины и готовом 
препарате, а также нами впервые предлагается 

применять ДИА с использованием коньюгата на 
основе стафилококкового белка А и коллоидного 
золота для определения специфических антигенов 
таблетированной холерной вакцины. Получен-
ные нами данные при постановке дот-анализа в 
двух вариантах коррелируют с результатами уже 
используемых в производстве методов оценки 
активности О-АГ.
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Cholera remains a global threat to public health. Even sporadic cases 
of importation of the infection cause significant socio-economic dam-
age. In connection with the current situation, the development and 
improvement of modern safe chemical vaccines against cholera caused 
by V. cholerae O1 and O139 serogroups plays an important role in 
reducing the incidence, which is an important and promising direction 
of scientific research.
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В настоящее время многие селекционные технологии строятся 
на использовании в качестве исходного материала гаплоидных 
растений. Однако спонтанная частота их образования крайне 
низкая (0,01–0,1%). В связи с этим актуально получение форм 
культурных растений, склонных к партеногенезу. На кафедре 
генетики Саратовского государственного университета создана 
коллекция линий кукурузы с повышенной частотой образования 
в потомстве гаплоидных растений. Поддержание растительных 
коллекций в полевых условиях сопровождается высокими за-
тратами, тогда как современные технологии in vitro дают воз-
можность более эффективно организовать работу по сохране-
нию гермоплазмы. Целью исследования явилась разработка 
технологии клонального микроразмножения растений линий 
кукурузы для создания в дальнейшем коллекции асептических 
культур партеногенетических форм. В качестве первичного 
экспланта использовали зрелые зародыши, которые вычленяли 
из зерновок, обработанных коммерческим препаратом «Белиз-
на» в разведении 1:1 в течение 5 мин. Наиболее эффективной 
для этапа инициации стерильной культуры оказалась среда, со-
стоящая только из агара и воды, а для этапа собственно микро-
размножения – среда MS, дополненная БАП 0.5 мг/л. 
Ключевые слова: клональное микроразмножение, культиви-
рование in vitro, эмбриокультура, партеногенез, кукуруза.
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Гаплоиды, или особи с одинарным набором 
хромосом, являются ценным материалом для 
решения различных прикладных и фундаменталь-
ных научных проблем. Использование гаплоидов 
в селекции позволяет быстро оценивать растения 
по генотипу и эффективно осуществлять работы 
по экспериментальному мутагенезу, проводить 
отбор в первом поколении на провокационном 
фоне, быстро создавать гомозиготные чистые 
линии путем диплоидизации гаплоидов и др. 
[1]. Частота спонтанного развития в потомстве 

гаплоидных растений крайне низкая. Например, 
у кукурузы она составляет 1:1000 [2]. Даже с ис-
пользованием современных методов индукции га-
плоидии, ее частоту удается увеличить всего лишь 
с сотых долей до нескольких процентов [3–9]. 
Решение проблемы повышения эффективности 
индукции гаплоидии осложняет недостаточная 
изученность генетических механизмов партено-
генеза. Модельным объектом для исследования 
данных механизмов, а впоследствии и донором 
генетических факторов партеногенеза могут 
стать линии со стабильно наследуемой повы-
шенной частотой образования гаплоидов. Путём 
отбора и целенаправленной селекции на кафедре 
генетики Саратовского государственного универ-
ситета имени Н. Г. Чернышевского была создана 
коллекция гомозиготных линий кукурузы, пред-
расположенных к наследуемому партеногенезу 
[9–13]. Поддержание растительных коллекций в 
полевых генных банках высокозатратно, для них 
необходимы большие площади, тщательный и 
своевременный уход с использованием ручного 
труда. Современные технологии in vitro дают 
возможность более эффективно организовать 
работу по созданию и сохранению гермоплаз-
мы. Они позволяют продолжительно хранить и 
мультиплицировать растительный материал в 
асептических условиях, освобождать его от ви-
русных, бактериальных, грибных заболеваний, 
при этом экономить площади под коллекциями 
и затраты труда для их поддержания. В связи с 
этим актуальным является создание и развитие 
коллекции асептических культур растений пар-
теногенетических линий кукурузы.

Накопленный к настоящему времени опыт 
размножения растений в культуре in vitro сви-
детельствует о невозможности создания одной 
универсальной технологии клонирования, так 
как эти технологии зависят не только от вида 
растения, но часто и от конкретного генотипа. 
Целью данного исследования явилась разработка 
технологии клонального микроразмножения рас-
тений партеногенетических линий кукурузы. В 
задачи первого этапа входило:

1) подбор метода стерилизации растительно-
го материала для введения в стерильную культуру 
зрелых зародышей кукурузы;

 © Хумуд Б. М. Х., Апанасова Н. В., Юдакова О. И., 2018
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2) тестирование питательных сред различно-
го минерального и фитогормонального состава 
для инициации стерильной культуры.

Материалы и методы исследования

Материалом исследования послужили две 
линии кукурузы АТ-ТМ (bm,wx,y) и АТ-ТМ 
(lg, y), которые склонны к наследуемому партено-
генезу и регулярно дают в потомстве матроклин-
ные гаплоиды [10–13]. 

В качестве первичных эксплантов исполь-
зовали зрелые зародыши, которые выделяли с 
помощью препаровальных игл из обработанных 
стерилизующими растворами зерновок. В ка-
честве стерилизующих агентов использовали 
коммерческий препарат «Белизна» (действующее 
вещество – гипохлорит натрия), синтетическое 
моющее средство (СМС) и препарат «Фундазол» 
в разных сочетаниях и с разной экспозицией. 
Всего было протестировано 6 вариантов стери-
лизации: 1) «Белизна» (в разведении 1:1), 5 мин; 
2) «Белизна» (1:1), 10 мин; 3) «Белизна» (1:1), 
20 мин; 4) «Белизна» (1:1), 5 мин, СМС 1%, 15 мин; 
5) «Белизна» (1:1), 15 мин, СМС 1%, 20 мин; 
6) «Фундазол» 1%, 5 мин.

Для инициации культуры зрелых зароды-
шей использовали среды: агар–вода и Мураси-
ге–Скуга, MS [14], с добавлением витаминов 
по прописи среды, 20 г/л сахарозы, 7 г/л агара 
(Panreac). В качестве индуктора морфогенеза ис-
пользовали 6-бензиламинопурин (БАП). рН сред 
корректировали до 5,8–6,0 до автоклавирования. 
Среду автоклавировали 20 мин при 120oC. Этапы 
инициации стерильной культуры проводили в 

чашках Петри, этапы размножения – в стеклян-
ных колбах объемом 200 мл. В чашки Петри и 
колбы добавляли по 25 мл питательной среды. 
Культуры выращивали в климатокамере Sanyo 
MLR-352 при температуре 24оС при 16-часовом 
фотопериоде.

Статистическую обработку полученных 
результатов осуществляли с использованием про-
граммы Microsoft Offi ce Excel 2010.

Результаты и их обсуждение

Оптимальная процедура стерилизации 
должна давать наименьшее количество инфици-
рованного растительного материала и при этом 
не снижать его жизнеспособность. Обработанные 
стерилизующими агентами зерновки кукурузы 
помещали в чашки Петри на влажную фильтро-
вальную бумагу и через 7 сут. определяли размер 
проростков и количество инфицированных зер-
новок. Эффективными для обеих линий оказа-
лись варианты стерилизации 1, 2 и 6 («Белизна» 
5 мин; «Белизна» 10 мин; «Фундазол» 5 мин) 
(рис. 1). Однако линия АТ-ТМ (lg, y) была более 
чувствительна к стерилизующим растворам, и в 
некоторых вариантах предобработка семян угне-
тала процессы их прорастания. В частности, во 
втором варианте изученные линии достоверно 
отличались по длине проростков (рис. 2). Таким 
образом, наиболее эффективными для обеих 
линий можно считать вариант 1 и 6. В дальней-
шей работе для стерилизации растительного 
материала использовали вариант 1 («Белизна» в 
разведении 1:1, 5 мин) как наиболее доступный 
и простой в использовании. 

Рис. 1. Эффективность разных вариантов стерилизации зерновок кукурузы через 7 сут. после обработки
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Для инициации стерильной культуры было 
апробировано три состава искусственных сред: 
1) агар–вода; 2) среда MS без добавления гормо-
нов; 3) среда MS, дополненная БАП в концен-
трации 0,5 мг/л.

На всех питательных средах изолированные 
зародыши прорастали с частотой около 90%. 
Однако на средах MS у проростков наблюдалась 
витрификация тканей и различные морфозы (не-
доразвитие колеоптиле, закручивание листьев и 
изменение их формы) (рис. 3, б). Вследствие этого 
для инициации стерильной культуры был выбран 

способ проращивания зрелых зерновок на среде, 
состоящей только из агара и воды.

После того как проростки достигали вели-
чины 2–3 см, у них удаляли корень и переносили 
на среды для собственно микроразмножения. 
На данном этапе важно было подобрать такой 
состав питательных сред, которые снимали бы 
апикальное доминирование, стимулировали об-
разование побегов из пазушных меристем, но при 
этом подавляли развитие корней. Как известно, 
образование корней обычно препятствует муль-
типликации побегов.

Рис. 2. Длина колеоптиле проростков кукурузы на 7-е сут. после обработки зерновок стерилизующими 
растворами

Рис. 3. Влияние состава питательной среды на прорастание зрелых зародышей кукурузы (через 
7-е сут. от начала культивирования): а – нормальные проростки на среде агар–вода; б – про-

ростки с закрученными листьями на среде MS без добавления гормонов
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Было протестировано 3 варианта сред: 1) MS 
без гормонов; 2) MS, дополненная БАП в кон-
центрации 0.5 мг/л; 3) ½MS, дополненная БАП в 
концентрации 0.5 мг/л. На безгормональной среде 
наблюдался активный рост побега, апикальное 
доминирование и развитие корня (рис. 4, а). На 
среде ½MS БАП 0.5 мг/л корни отсутствовали, но 

рост побега был замедлен, и пазушные побеги не 
развивались (см. рис. 4, б). Наиболее эффективной 
оказалась среда MS БАП 0.5 мг/л. В этом варианте 
у эксплантов не формировались корни, побеги 
были несколько укорочены и в базальной части 
первичного побега происходило развитие пазушных 
меристем в боковые побеги (см. рис. 4, в).

Рис. 4. Влияние состава питательной среды на развитие проростков кукурузы через 1 месяц куль-
тивирования: а – апикальный рост побега и образование корней у проростков на среде MS без 
добавления гормонов; б – апикальный рост побега без корней на среде MS, дополненной БАП 0.5 
мг/л; в – образование побегов из пазушных меристем на среде ½ MS, дополненной БАП 0.5 мг/л

                                                                                 

Таким образом в ходе проведенного ис-
следования были подобраны эффективные 
варианты стерилизации растительного материала 
и среды для инициации стерильной культуры 
зрелых зародышей и мультипликации побегов.
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Many modern selection technologies are based on the use of haploid 
plants as a starting material. The spontaneous frequency of haploid 
development is very low (0.01–0.1%). In this regard, the creation of 
plant forms with increased frequency of parthenogenesis is important. 
The collection of corn lines with an increased frequency of haploid 
plants in the progeny was created at the Department of Genetics of 
the Saratov State University. High costs are required for maintain of a 
plant collections in the field. Modern in vitro technologies allow more 
efficient organize the works on creation and preservation of germplasm. 
The aim of the study is the introduction of plants of parthenogenetic 
lines into a culture in vitro to create a collection of aseptic cultures of 
parthenogenetic maize forms. Mature embryos were used as a primary 
explants. Embryos were isolated from the grains, treated by the com-
mercial preparation “Belizna” in a dilution of 1:1 within 5 minutes. The 
most effective medium on the stage of initiation of a sterile culture 
was a medium consisting only of agar and water. The MS medium 
supplemented with BAP 0.5 mg/l was a most effective on the stage 
of micropropagation. 
Key words: micropropagation, in vitro, embryoculture, parthenogen-
esis, corn, Zea mays L.
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Характеристика видового состава доминирующих представи-
телей простейших в природных очагах чумы важна для изуче-
ния некоторых сторон экологии и механизмов персистенции 
Yersiniа pestis. Для определения систематической принадлеж-
ности амеб из почв Горно-Алтайского высокогорного очага 
чумы нами проведен анализ нуклеотидных последователь-
ностей рибосомальных генов этих простейших, выделенных 
на территории очага в 2016 г. Анализируемые участки рибо-
сомальных генов получали с использованием специфичных 
праймеров методом ПЦР с последующим секвенированием 
ПЦР продуктов. Анализ данных фрагментарного секвенирова-
ния осуществляли выравниванием полученных нуклеотидных 
последовательностей на референсные нуклеотидные после-
довательности простейших из базы данных NCBI GenBank. 
Филогенетический анализ проводили с использованием про-
грамм Mega 7.0, Ugene 1.28.1 алгоритмом Maximum Likelihood. 
В результате установлена систематическая принадлежность-
простейших, выделенных из разных эпизоотичных по чуме 
участков почв Горного Алтая, к видам Acanthamoe bacastellanii, 
Dictyostelium sphаerocephalum и D. mucoroides. В совокупнос-
ти с данными о высокой численности выделенных штаммов 
амеб и способности Yersiniа pestis сохраняться в клетках этих 
простейших можно рассматривать идентифицированные виды 
амеб в качестве вероятных природных резервуаров чумы. Вы-
деленные штаммы амеб могут быть использованы в качестве 

модельных объектов при изучении особенностей экологии и 
механизмов сохранения возбудителя чумы в почвенных био-
ценозах нор грызунов природных очагов чумы.
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почвенный биоценоз, Горно-Алтайский высокогорный очаг чумы.
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Введение

Чума – зоонозная природно-очаговая бакте-
риальная особо опасная инфекционная болезнь 
с преимущественно трансмиссивным механиз-
мом передачи возбудителя [1]. Заражение воз-
будителем чумы в природных очагах во время 
эпизоотий происходит в соответствии с клас-
сической схемой горизонтальной трансмиссии: 
«грызун–блоха–грызун». Однако до сих пор не 
установлен механизм сохранения возбудителя 
во время длительных межэпизоотических пе-
риодов, когда не выделяются культуры возбу-
дителя и не выявляются зараженные грызуны. 
Некоторые стороны экологии Yersinia pestis, 
связанные не только с длительным сохранением, 
но и с другими путями переноса возбудителя 
в макроорганизм млекопитающих, остаются 
малоисследованными. Предложено несколько 
гипотез, объясняющих сохранение возбудителя в 
биоценозах природных очагов чумы, но ни одна 
из них не доказана экспериментально. Недавно 
была сформулирована гипотеза вертикальной 
трансмиссии, по которой чумной микроб спосо-
бен сохраняться в почвенных биоценозах очагов 
чумы в простейших и нематодах [2–4].

На сегодняшний день в литературе встреча-
ются данные о способности Y. pestis сохраняться 
в клетках амеб Acanthamoeba и Dictyostelium от 
5 дней до нескольких месяцев, что доказывает 
возможность рассмотрения их в качестве при-
родных резервуаров возбудителя чумы с учетом 
высокой численности простейших в почве нор 
грызунов [5–7]. Однако механизмы сохранения 
и локализация возбудителя чумы как члена 
почвенного биоценоза остаются малоисследо-
ванными. В связи с этим представляет интерес 
идентификация доминирующих видов простей-
ших из природных очагов чумы. Это позволит 
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охарактеризовать состав почвенного биоценоза в 
очагах и конкретизировать некоторые положения 
гипотезы вертикальной трансмиссии.

В связи с вариабельностью морфологиче-
ских признаков в зависимости от условий среды 
определение систематической принадлежности 
простейших вызывает затруднения, что может 
приводить к получению недостоверных данных. 
Наиболее надежным методом выявления родства 
организмов является сравнение их нуклеотидных 
последовательностей. Для определения видовой 
принадлежности эукариотических организмов 
используются участки рибосомальных генов, в 
частности, достаточно консервативный участок 
гена 18S рРНК и более вариабельные области – 
внутренние транскрибируемые спейсеры (ITS1, 
ITS2) [8].

В данной работе представлены результаты по 
определению систематической принадлежности 
амеб из почв Горного Алтая по нуклеотидным 
последовательностям рибосомальных генов. 
Также приводятся данные филогенетического 
анализа исследованных штаммов простейших 
по нуклеотидным последовательностям рибосо-
мальных генов.

Материалы и методы 

Работа проводилась с ДНК амеб, выделен-
ных из нор серого сурка в наиболее типичных 

биотопах Горно-Алтайского высокогорного 
очага, в которых были зарегистрированы случаи 
возникновения эпизоотий в 2014–2016 гг. Для 
анализа было выбрано 8 точек (с номерами 4, 5, 
8, 9, 10, 13, 18, 20) с выраженной эпизоотической 
активностью, расположенных в разных участках 
очага. Пробы забирались на разной глубине от 10 
до 120 см (10–20 см, 30–50 см, 100 см и 120 см) 
по методу конверта. Амеб получали из вытяжек 
почвы посевом на голодный агар [8]. Выделенные 
штаммы простейших получили обозначение по 
номерам точек, в которых они были собраны.

Для установления принадлежности к Acan-
thamoeba использовали праймеры JDP1/JDP2 
на участок гена 18S рРНК: прямой праймер – 
5’GCCCAGATCGTTTACCGTGAA, обрат-
ный праймер –5’TCTCACAAG CTGCTAGG-
GGAGTCA, температура отжига составляла 59оС 
[8]. Для работы с родом амеб Dictyosteliumбыли 
рассчитаны специфичные праймеры на нуклео-
тидные последовательности на ITS регион и при-
легающие участки с помощью онлайн-сервиса 
Primer3Plus и программы Ugene 1.28.1 на основе 
референсных последовательностей из междуна-
родной базы данных NCBI. Последовательности 
праймеров и температуры отжига представлены 
в таблице. Синтез праймеров осуществляли в 
лаборатории диагностических препаратов Рос-
НИПЧИ «Микроб». 

Последовательности праймеров на ITS регион Dictyostelium spp.

№ Название Последовательность 5’-3’ Температура 
плавления Tm, оС

1 AR_D_F TCCCTGCCCTTTGTACACAC 59,9
2 AR_D_R TATTCCGTCTTCACTCGCCG 59,9
3 AR_S GCCACCATTTTGCACTCTTGAT 60
4 AR_As CGTCTTCACTCGCCGTTACT 60,1
5 AR_D_S2 GTCCGGAAGGATTGGGTAAT 60
6 AR_D_As2 ATAAGCCTCATCCCCCATTT 59,6

Специфичность рассчитанных праймеров 
была подтверждена с помощью полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Для рассчитанных пар 
праймеров были оптимизированы условия 
проведения ПЦР. При проведении ПЦР ис-
пользовали набор БиомастерLRHS-ПЦР (ООО 
«Биолабмикс», г. Новосибирск). Секвенирование 
полученных в ПЦР фрагментов проводили на 
генетическом анализаторе «Applied Biosystems 
3500xL» в лаборатории геномного и протеомного 
анализа РосНИПЧИ «Микроб». Анализ получен-
ных нуклеотидных последовательностей выпол-
няли с помощью выравнивания на референсные 
последовательности алгоритмом BLAST NCBI 

GenBANK. Филогенетический анализ проводили 
с применением программы Mega 7.0, Ugene 1.28.1 
алгоритмами Maximum Likelihood. Визуализация 
филогенетических деревьев осуществлялась про-
граммами FigTree 1.4.3 и Dendroscopе.

Результаты и их обсуждение

Из проб почв, собранных в разных участках 
Горно-Алтайского высокогорного очага, были 
выделены простейшие, которые по морфоло-
гическим характеристикам были отнесены к 
Acanthamoeba и Dictyostelium. К акантамебам 
были отнесены штаммы, выделенные в точках 
забора с номерами 10, 18, 20, и по этому признаку 
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штаммы акантамеб были обозначены как 10А, 
18А и 20А. Аналогично из точек 4, 5, 8, 9, 10, 13 
были выделены слизевики рода Dictyostelium. 
Выделенные штаммы были обозначены как 4D, 
D5, D8, 9D, 10D, D13. Для подтверждения систе-
матической принадлежности выделенных штам-
мов амеб был проведен анализ их нуклеотидных 
последовательностей рибосомальных генов. 

Согласно литературным данным, для опре-
деления систематической принадлежности 
акан тамеб используется участок гена 18S рРНК, 
нук леотидные последовательности которого 
являются достаточно информативными и наи-
более широко представлены в генетических 
базах данных. Поэтому для подтверждения 
принадлежности выделенных нами амеб к роду 
Acanthamoeba были использованы праймеры 
JDP1/JDP2на участок гена 18S рРНК. Получен-
ные методом ПЦР с помощью этих праймеров 

нуклеотидные последовательности штаммов 
амеб 10А, 18А, 20А размером около 450 п.н. по-
казали 100% гомологию с последовательностями 
A. сastellanii, депонированными в базе данных 
GenBank. Это подтверждает сделанное нами на 
основе морфологического анализа предположе-
ние об их принадлежности к роду Acanthamoeba. 
Филогенетический анализ полученных образцов 
проводился с помощью программы Ugene 1.28.1 
алгоритмом Maximum Likelihood. В соответ-
ствии с установленным процентом гомологии 
выделенные штаммы образуют общий кластер 
c A. castellanii, что соответствует идентичности 
анализируемого участка гена 18S рРНК. Полу-
ченные результаты доказывают, что исследо-
ванные штаммы, выделенные в части участков 
Горно-Алтайского высокогорного очага, от-
носятся к виду A. castellanii. Результаты фило-
генетического анализа представлены на рис. 1.

Рис. 1. Филогенетический анализ амеб рода Acanthamoeba из почв Горно-Алтайского высоко-
горного очага по нуклеотидным последовательностям участка 18SрРНК (программа Ugene 
1.28.1, алгоритм Maximum Likelihood). Вертикальной чертой отмечено положение исследованных 

штаммов амеб из Горного Алтая
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Ранее была установлена систематическая 
принадлежность штаммов акантамеб из почв оча-
гов Прикаспия [8]. Изолят из Волго-Уральского 
степного очага также относится к A. сastellanii. 
Таким образом, можно сделать вывод о том, что 
данный вид широко распространен в природных 
очагах чумы степной зоны России.

Для установления систематической при-
надлежности других выделенных штаммов 
амеб (4D, D5, D8, 9D, 10D, D13), которые по 
морфологическим признакам были идентифи-
цированы как Dictyostelium, нами был взят про-
тяженный участок рибосомальных генов (часть 
гена 17S, спейсер ITS1, участок 5.8S, спейсер 
ITS2, часть гена 26S рРНК). Анализируемый 

участок содержал как вариабельные (ITS1, ITS2), 
так и высококонсервативные нуклеотидные 
последовательности. Нами были рассчитаны 
праймеры, позволяющие амплифицировать 
весь этот участок размером 1000–1200 п.н. (см. 
таблицу). При анализе данных фрагментарного 
секвенирования полученных ПЦР фрагментов 
была выявлена гомология c D. sphаerocephalum 
штаммов D8 и 10D (по 99%), с D. mucoroides – 
4D, D5, D13 (по 99%), 9D (98%). На основании 
полученных данных был проведен филогене-
тический анализ с помощью программы Ugene 
1.28.1, алгоритм Maximum Likelihood. Резуль-
таты филогенетического анализа представлены 
на рис. 2. Из полученной дендрограммы следует, 

Рис. 2. Филогенетический анализ амеб рода Dictyostelium из почв Горно-Алтайского 
высокогорного очага по нуклеотидным последовательностям участка рибосомальных 
генов, включающего фрагмент 17S – ITS1– 5.8S – ITS2– фрагмент 26S рРНК (программа 
Ugene 1.28.1, алгоритм Maximum Likelihood). Вертикальной чертой отмечено положение 

исследованных штаммов амеб из Горного Алтая
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что анализируемые штаммы образуют большой 
общий кластер c другими представителями Dic-
tyostelium. При этом каждый из них входит в один 
подкластер с тем видом, с которым наблюдается 
максимальный процент гомологии полученной 
нуклеотидной последовательности, включая 
виды D. sphаerocephalum и D. mucoroides. Та-
ким образом, на основании процента гомологии 
и филогенетического родства установлено, что 
анализируемые штаммы Dictyostelium относятся 
к данным видам.

Заключение

Таким образом, на основании анализа 
морфологических признаков и сравнения ну-
клеотидных последовательностей установлена 
принадлежность простейших, выделенных в 
разных эпизоотичных участках Горно-Алтайско-
го высокогорного очага, к родам Acanthamoeba 
и Dictyostelium, и уточнена их видовая при-
надлежность, включающая виды A. castellanii, 
D. sphаerocephalum и D. mucoroides. В целом 
определение систематической принадлежности 
выделенных штаммов простейших пополня-
ет знания о доминантных членах почвенного 
биоценоза нор грызунов природных очагов 
чумы. Полученные данные в совокупности с 
публикациями отечественных и зарубежных 
исследователей подтверждают, что простейшие 
являются перспективной моделью для изучения 
механизмов сохранения и передачи возбудите-
ля чумы. Выявление природных резервуаров 
возбудителя чумы в почвенных биоценозах в 
дальнейшем позволит оптимизировать комплекс 
профилактических мер, проводимых в природ-
ных очагах чумы.
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Characterization of the species composition of the dominant 
representatives of Protozoa in natural plague foci is important for 
the study of certain aspects of ecology and persistence mecha-
nisms of Yersinia pestis. Determination of systematic belonging of 
amoebas isolated from the soils of the Gorno-Altai high-mountain 
plague focus in 2016 year was carried out by analyzing nucleotide 
sequences of ribosomal genes of these protozoans. The analyzed 
sequences of ribosomal genes were obtained by PCR with specific 
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primers followed by sequencing of PCR products. Analysis of 
the data of sequencing was performed by aligning the obtained 
nucleotide sequences to the reference nucleotide sequences of 
the protozoans from the NCBI GenBank database. Phylogenetic 
analysis was carried out using Mega 7.0, Ugene 1.28.1 with Maxi-
mum Likelihood algorithm. As a result, the systematic belonging 
of the protozoans, isolated from various epizootic plague sites of 
the Gorny Altai soils, to the species Acanthamoeba castellanii, Dic-
tyostelium sphaerosephalum and D. mucoroides was established. 

Together with data on the high number of isolated amoebas and the 
ability of Yersinia pestis to survive in the cells of these protozoans, 
the identified amoeba species can be considered as probable 
natural plague reservoirs. Isolated strains of amoebas can be used 
as a model organisms in studying of the ecology features and the 
persistence mechanisms of the plague agent in soil biocenosis of 
rodent’s burrows of natural plague foci.
Key words: Protozoa, Acanthamoeba, Dictyostelium, soil bio-
cenosis, Gorno-Altai high-mountain plague focus.
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Многие бактерии синтезируют в ответ на неблагоприятные ус-
ловия окружающей среды сложные полиэфиры класса полиги-
дроксиалканоатов (ПГА). Эти биополимеры, накапливаясь вну-
три бактериальных клеток в виде гранул, позволяют бактериям 
лучше противостоять негативным внешним условиям и служат 
резервными источниками углерода и энергии. Ризосферные 
бактерии вида Azospirillum brasilense синтезируют лишь один из 
ПГА – поли-3-гидроксибутират (ПГБ) – в качестве ответной реак-
ции на стрессовые факторы. Знание принципов и условий син-
теза ПГБ важно как для понимания существования азоспирилл в 
естественной среде обитания, так и при использовании их в ка-
честве биоудобрений – для сохранения их жизнеспособности. В 
настоящей работе с помощью метода инфракрасной (ИК) фурье-
спектроскопии исследовано накопление ПГБ клетками штаммов 
A. brasilense Sp7 и Sp245 при выращивании бактерий в течение 
6 сут. на синтетической малатно-солевой питательной среде с до-
бавлением различных концентраций хлорида аммония (0.05, 0.10 
и 0.21 г/л). Сравнительный анализ ИК-фурье-спектров образцов 
полученных биомасс бактерий показал, что при субоптимальных 
исходных концентрациях связанного азота в среде накопление 
ПГБ штаммом A. brasilense Sp7 в течение 1–6 сут. культивиро-
вания происходит более интенсивно, чем штаммом Sp245. При 
этом наибольшее относительное количество ПГБ в биомассе на-
капливалось штаммом A. brasilense Sp7 при исходной концентра-
ции NH4Cl в среде 0.10 г/л после 3 сут. культивирования.
Ключевые слова: Azospirillum, поли-3-гидроксибутират, ИК-
фурье-спектроскопия.
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Введение

Многие микроорганизмы способны к синтезу 
сложных полиэфиров класса полигидроксиалка-
ноатов (ПГА). Данные биополимеры синтезиру-
ются бактериями в ответ на неблагоприятные 
условия окружающей среды, такие как дефицит 

питательных веществ, присутствие соединений 
тяжелых металлов и др. Как известно, ПГА на-
капливаются внутри бактериальных клеток в виде 
гранул и позволяют бактериям лучше противосто-
ять негативным внешним условиям, а также явля-
ются резервными источниками углерода и энер-
гии [1]. С другой стороны, биополимеры класса 
ПГА являются экологически безопасной альтер-
нативой традиционным пластикам: они быстро 
разрушаются в окружающей среде и по своим 
физическим свойствам сходны с синтетическими 
пластиками. Одним из самых простых полиэфи-
ров класса ПГА является поли-3-гидроксибутират 
(ПГБ), наиболее изученный биопластик из класса 
ПГА микробного происхождения, состоящий из 
мономеров β-оксимасляной кислоты. 

Бактерии Azospirillum brasilense, обитающие 
в ризосфере растений и способные образовы-
вать ассоциации с корнями многих растений [2], 
синтезируют ПГБ в качестве ответной реакции 
на стрессовые факторы [3–6]. Эти ризобактерии 
также используются в составе биоудобрений для 
улучшения роста и урожайности растений [7, 8].

Знание принципов и условий синтеза ПГБ 
важно как для понимания существования азоспи-
рилл в естественной среде обитания, так и при 
использовании их в качестве биоудобрений – для 
сохранения их жизнеспособности. 

Целью данной работы был подбор условий 
культивирования для бактерий A. brasilense для 
получения максимального количества ПГБ при 
минимальном времени роста культуры. Для ра-
боты были выбраны одни из наиболее изученных 
штаммов A. brasilense: Sp7 и Sp245, отличающи-
еся занимаемыми ими экологическими нишами 
в ризосфере и поведением в сходных условиях 
[3, 4, 6]. Штамм A. brasilense Sp245 является 
эндофитом, способным к внутриклеточной/вну-
трикорневой колонизации, в то время как Sp7 
может колонизировать корни растений только 
поверхностно.

В качестве аналитического метода исполь-
зована инфракрасная (ИК) фурье-спектроскопия, 
позволяющая получить ценную структурную 
информацию и одновременно проводить монито-
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ринг относительного содержания отдельных ма-
крокомпонентов сложных биологических систем, 
включая бактериальную биомассу [3–6, 9–13].

Материалы и методы

В работе были использованы штаммы 
A. brasilense Sp7 (АТСС 29145) [14] и Sp245 [15], 
полученные из Коллекции ризосферных микроор-
ганизмов ИБФРМ РАН (WDCM 1021). Бактерии 
выращивали на синтетической малатной среде 
(СМС, рН 6.8), предложенной Дей и Доберейнер 
[16]. Железо в среду вносили в хелатной форме 
(FeSO4·7H2O – 2.0 г/л; нитрилотриуксусная 
кислота – 5.6 г/л) из расчета 10 мл раствора 
на литр среды перед автоклавированием. Соли 
MgSO4·7H2O и CaCl2 были приготовлены в виде 
стоковых 100-кратных стерильных растворов, ко-
торые добавляли в среду культивирования после 
автоклавирования последней. Среду стерилизо-
вали в течение 30 мин при 121ºС. 

Посевной материал выращивали при 28–31ºС 
аэробно в колбах Эрленмейера объемом 250 мл, 
содержащих по 100 мл СМС, в течение 18–
22 ч до оптической плотности 0.9–1.1. Инокулят 
вносили из расчета 1 мл на 100 мл среды. Кон-
троль чистоты культуры осуществлялся методом 
«раздавленной капли» на микроскопе «Olym-
pus» (модель С011, Япония) при увеличении в 
400 раз. Плотность культуры определяли с помо-
щью спектрофотометра (Specol 221; λ = 600 нм).

Для мониторинга синтеза ПГБ бактерии 
штаммов A. brasilense Sp245 и Sp7 выращива-
ли на среде СМС с добавлением 0.05, 0.10 и 
0.21 г/л NH4Cl. Культуры растили в аэробных 
условиях при температуре 31ºС в течение 
6 сут. Мониторинг синтеза ПГБ осуществлялся 
методом ИК-фурье-спектроскопии in situ (без 
выделения ПГБ из биомассы). После 1, 2, 3 и 
6 сут. в стерильных условиях отбиралось по 
10 мл культуры. Отобранные образцы центри-
фугировали (10000g, 7 мин), трижды отмывали 
физиологическим раствором (8.5 г NaCl на 1 л 
дистиллированной воды), осадок клеток высуши-
вали в сушильном шкафу при 40–50ºС, тщательно 
растирали в агатовой ступке и ресуспендирова-
ли в 150–200 мкл воды (MilliQ). Полученную 
суспензию наносили на подложку из специаль-
ного стекла (ZnSe, прозрачного в ИК-области) 
и высушивали при 45ºС. ИК-спектры образцов 
культур измеряли на ИК-фурье-спектрометре 
Nicolet 6700 (Thermo Electron Corporation, 
США) в режиме пропускания (transmission) в 
диапазоне 4000–400 см–1 с накоплением 64 раз-
верток спектров (разрешение 4 см–1) при тем-
пературе 23 ± 2ºC. Обработку спектров проводи-

ли с помощью стандартной программы OMNIC, 
поставляемой вместе со спектрометром. 

Расчет относительного количества син-
тезированного ПГБ (α) проводили, используя 
формулу [9]

α = Iν(C=O)/Iамид-II ,                  (1)

где Iν(C=O) – интенсивность полосы валентных 
колебаний карбонильной группы (C=O) в ПГБ 
(~1730) cм–1 как маркера содержания ПГБ; 
Iамид-II – интенсивность полосы амид-II (соответ-
ствующей клеточным белкам; ~1550 см–1).

Результаты и их обсуждение

В работе для оценки относительного содержа-
ния ПГБ в бактериальной биомассе был исполь-
зован метод ИК-фурье-спектроскопии. В отличие 
от других методов, применяемых для определения 
ПГБ (например, ВЭЖХ), он требует минимальных 
затрат (без сложных процедур пробоподготовки) 
и минимальных количеств образца. В основе ме-
тода ИК-фурье-спектроскопии лежит регистрация 
колебательных переходов функциональных групп 
(групп атомов в молекулах, связанных химиче-
скими связями) под действием ИК-излучения, 
вызывающих изменение дипольного момента 
функциональных групп в молекулах вещества. 
ИК-спектры микробных клеток являются специ-
фичными и отражают наличие всех типов биоло-
гических молекул в образце.

На рисунке представлен спектр бактериаль-
ной культуры A. brasilense Sp7, выращенной в 
течение 3 сут. в присутствии 0.10 г/л NH4Cl. 

ИК-фурье-спектр высушенной биомассы штамма A. brasi-
lense Sp7, выращенного в течение 3 сут. в присутствии 

0.10 г/л NH4Cl. ПГБ – поли-3-гидроксибутират



Биология 333

В. В. Паршина и др. ИК-фурье-спектроскопический анализ 

Накопление ПГА в биомассе определяют 
по характерным для этих полиэфиров полосам, 
в первую очередь по наиболее интенсивной по-
лосе валентных колебаний карбонильной группы 
сложноэфирного фрагмента (в области 1720–
1750 см–1). Данная полоса использовалась нами 
в работе как маркер ПГБ. Известно, что в бакте-
риальной клетке содержание белка составляет 
порядка 40–60% и для определенных бактерий 
в сходных условиях изменяется несущественно 

[17], что в ИК-спектроскопии позволяет ис-
пользовать интенсивности характеристических 
полос клеточных белков амид-I (в области 1620–
1680 см–1) или амид-II (около 1550 см–1) как вну-
тренний стандарт [9, 17]. На основании анализа 
спектров рассчитывалось отношение интенсивно-
сти полосы – маркера ПГБ к интенсивности полосы 
амид-II по описанной выше методике [9]. В таблице  
представлены рассчитанные соотношения (α) для 
измеренных спектров исследуемых образцов.

Соотношение интенсивностей (α; см. формулу (1) полос ПГБ (около 1730 см–1) и амид-II (около 1550 см–1) 
в ИК-фурье-спектрах биомассы бактерий при накоплении поли-3-гидроксибутирата (ПГБ) 

штаммами A. brasilense Sp7 и Sp245

Время, сут.

Концентрация NH4Cl в среде выращивания, г/л

0.05 0.10 0.21

Sp7 Sp245 Sp7 Sp245 Sp7 Sp245

1 4.94 0.59 3.09 0.46 2.07 0.33

2 4.59 0.94 7.05 0.61 4.99 0.57

3 4.7 0.96 8.46 1.06 4.39 0.97

6 2.62 1.02 5.08 0.4 2.94 0.66

Как видно из представленных данных, 
величины α для штамма A. brasilense Sp245 во 
всех случаях значительно (в ~2.5–8 раз) ниже, 
чем для штамма Sp7. Это отражает существенно 
меньшее накопление ПГБ штаммом Sp245 в ана-
логичных условиях и, вероятно, связано с более 
выраженным клеточным ответом штамма Sp7 на 
неблагоприятные условия (в присутствии малых 
концентраций связанного азота в среде) [3]. Зна-
чение α максимально для штамма A. brasilense 
Sp7 при выращивании в течение 3 сут. при ис-
ходном содержании NH4Cl 0.10 г/л. Снижение ве-
личины α, отражающее снижение относительного 
содержания ПГБ, отчетливо проявляющееся на 
6-е сут. культивирования, соответствует переходу 
бактерий на использование внутренних резервов 
(ПГБ) при исчерпании питательных веществ 
среды. Однако необходимо отметить, что форма 
полосы валентных колебаний карбонильной 
группы сложноэфирного фрагмента в области 
1720–1750 см–1 для измеренных нами спектров 
заметно отличалась для разных образцов, что от-
ражает различное соотношение упорядоченной (с 
большей степенью кристалличности) и неупоря-
доченной (более аморфной) структур ПГБ, име-
ющих различающиеся частоты колебаний [18]. 
Данное обстоятельство может снижать точность 
определения относительного содержания ПГБ по 
используемому в данной работе методу расчета 
соотношения α (по отношению интенсивностей 
полос). Тем не менее сравнение значений α для 

биомасс, выращенных и изученных в сходных 
условиях, позволяет оценить различия в уровне 
накопления ПГБ клетками бактерий.

Таким образом, на основании проведенных 
экспериментальных исследований и расчетов 
показано, что при субоптимальных исходных 
концентрациях связанного азота в среде (0.05–
0.21 г/л NH4Cl) накопление ПГБ штаммом A. bra-
silense Sp7 в течение 1–6 сут. культивирования 
происходит более интенсивно, чем штаммом 
Sp245. Максимальное количество ПГБ накапли-
вается штаммом A. brasilense Sp7 при исходной 
концентрации хлорида аммония в среде 0.10 г/л 
после 3 сут культивирования.
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Many bacteria, in response to unfavourable environmental con-
ditions, can synthesise polyesters of the polyhydroxyalkanoate 
(PHA) class. These biopolymers, accumulating intracellularly in the 
form of granules, help the bacteria to cope with negative environ-
ments and are utilised as reserve sources of carbon and energy. 
Rhizobacteria of the species Azospirillum brasilense synthesise a 
single type of PHA, poly-3-hydroxybutyrate (PHB), in response 
to stress factors. Knowledge of the principles and conditions of 
PHB synthesis is of importance both for understanding the sub-
sistence of azospirilla in their natural habitats and for their use 
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as biofertilisers, to preserve their viability. In this work, Fourier 
transform infrared (FTIR) spectroscopy was used to study PHB ac-
cumulation by cells of Azospirillum brasilense strains Sp7 и Sp245 
during growth of the bacteria for 6 days in standard malate salt 
medium containing various concentrations of ammonium chloride 
(0.05, 0.10 and 0.21 g/l). Comparative analysis of FTIR spectra 
of the bacterial biomass samples showed that, at suboptimal 
initial concentrations of bound nitrogen in the medium, PHB ac-
cumulation after 1 to 6 days of cultivation was more intensive in 
A. brasilense strain Sp7 than in strain Sp245. Maximum relative 
amounts of PHB were accumulated by biomass of A. brasilense 
Sp7 grown for 3 days at the initial NH4Cl concentration in the 
culture medium 0.10 g/l.
Key words: Azospirillum, poly-3-hydroxybutyrate, Fourier trans-
form infrared spectroscopy.
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Для настоящего сообщения в Саратовской области специаль-
ных исследований фауны мицетофильных жесткокрылых не 
проводилось. Коллекционные сборы были проведены авторами 
в весенне-летний период 2017 г. с плодовых тел разных видов 
ксилотрофных базидиомицетов из семейств Fomitopsidaceae 
и Polyporaceae на территории 4 районов Саратовской области 
(Воскресенский, Хвалынский, Саратовский, Энгельсский). В 
результате на 4 видах ксилотрофных грибов было обнаружено 
13 видов жесткокрылых из 6 семейств. На двух видах грибов до-
минировал вид Dacne bipustulata, его доля на Fomitopsis pinicola 
составила 87%, а на Polyporus squamosus – 65%. Наиболее за-
селенными оказались плодовые тела Polyporus squamosus как 
на уровне разнообразия видов, так и по общему количеству со-
бранных жесткокрылых, наименее – Fomes fomentarius. Из числа 
установленных жесткокрылых преобладали облигатные мицето-
фаги, среди которых доминировали мицетосапрофаги – черно-
телки Neomidia haemorrhoidalis (Fabricius, 1787) и Pentaphyllus 
chrysomeloides (Rossi, 1792). Самой малочисленной была группа 
специализированных хищников (охотятся на обитателей грибов), 
которая была представлена видом Corticeus (Corticeus) bicolor 
(Olivier, 1790).
Ключевые слова: фауна, жуки, грибы, базидиомицеты, Сара-
товская область.

DOI: 10.18500/1816-9775-2018-18-3-336-340

Введение

Мицетофильные жесткокрылые, связанные 
с грибами трофически и консортивно, являются 
неотъемлемым компонентом лесных биоценозов. 
Разнообразие мицетофагов и мицетофилов в раз-
ных филогенетических ветвях отряда Coleoptera 
(около 60 таксонов на уровне семейств) говорит 
о неоспоримой значимости грибов в эволюции 
жесткокрылых насекомых [1, 2]. Мицетофаги 

играют важную роль в цепи редуцентов лесных 
экосистем, а их высокая чувствительность к 
антропогенному влиянию на леса может быть 
применима в качестве индикатора состояния 
биоразнообразия лесных биоценозов [3]. Надо от-
метить, что трофические связи в системе «гриб–
насекомое» (микоэнтомокомплексах) изучены 
фрагментарно, и, возможно, оценки количества 
мицетофагов и миксомицетофагов среди жуков 
занижены – для России на данный момент это по-
рядка 10% от известной фауны жесткокрылых [2].

Крупнейшей сводкой по мицетофильным 
насекомым Палеарктики до сих пор остается 
работа Л. Беника [4], посвященная жукам, зареги-
стрированным в грибах и слизевиках. Российская 
наука в плане изучения мицетофильных насеко-
мых отстает от зарубежных коллег и находится в 
большей степени на уровне накопления данных 
по фауне и биологии мицетобионтов. В ряде пу-
бликаций прошлого века содержатся сведения о 
жесткокрылых – обитателях сапротрофных, ми-
коризообразующих [5–7] и ксилотрофных грибов 
[8–10]. Из современных работ можно выделить 
отдельные статьи и книги по жесткокрылым-ми-
цетобионтам европейской части России [11–15], 
а также итоги изучения мицетофильных жуков 
Западной Сибири [16], Урала и Зауралья [17–21]. 
Наиболее значимыми сводками по экологии ми-
цетофильных жуков остаются двухтомная моно-
графия Б. В. Красуцкого [1, 2] и диссертационное 
исследование по обитателям трутовых грибов 
европейской части России Д. С. Щигеля [3].

Для Саратовской области специальных ис-
следований фауны мицетофильных жесткокры-
лых не проводилось. Данные по отдельным видам 
фрагментарны и находятся в разрозненном виде 
в отдельных фаунистических статьях [22–26].

Материалы и методы

Сборы жесткокрылых насекомых проводили 
в весенне-летний период 2017 г. с плодовых тел 
разных видов ксилотрофных базидиомицетов из 
семейств Fomitopsidaceae и Polyporaceae на тер-
ритории четырех районов Саратовской области:

Воскресенский р-н: база СГУ «Чардым», 
на Fomes fomentarius (L. ex Fr.) Gill., 8.06.2017; 

 © Сажнев А. С., Миронова А. А., Аникин В. В., 2018
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Саратов: ул. Астраханская, на Polyporus 
squamosus (Huds.), 9.08.2017; там же, на Laetiporus 
sulphureus  (Bull.),  9.08.2017, 16.09.2017, 
18.09.2017 и 1.10.2017; там же, на Fomes 
fomentarius (L. ex Fr.) Gill., 18.09.2017; парк «Лип-
ки», 13.09.2017; Хвалынский р-н: база СГУ, на 
Polyporus squamosus (Huds.), 7.07.2017; там же, 
на Fomitopsis pinicola (Fr.), 9.07.2017; Энгельс: 
ул. Берег Волги, на Polyporus squamosus (Huds.), 
25.05.2017.

При отборе материала использовали ручной 
метод с использованием пинцета, стряхивание 
поверхностных обитателей плодовых тел базиди-
омицетов в энтомологический сачок, отдельные 
плодовые тела отделялись от субстрата, помеща-
лись в пронумерованный пакет, доставлялись в 
стационар, где проводился учет скрытноживущих 
видов. Имаго и личинок фиксировали в этиловом 
спирте, часть имаго монтировали на энтомо-
логические булавки или помещали на ватные 
матрасики. Отобрано 13 проб, собрано 103 экз. 
жесткокрылых. Список основан на определениях 
имаго, так как детерминация личинок до вида ча-
сто невозможна – ключи для большинства видов 
не разработаны, а личинки не описаны.

Определение грибов проводили по современ-
ной литературе [27, 28]. Проверка определения 
базидиомицетов осуществлена доцентом кафедры 
ботаники и экологии Саратовского государствен-

ного университета О. В. Костецким, за что авторы 
выражают ему искреннюю благодарность.

В статье использованы фотографии плодо-
вых тел грибов, сделанные А. А. Мироновой на 
цифровой однообъективный зеркальный фото-
аппарат Nikon d5100.

Результаты и их обсуждение

В результате проведенных исследований на 4 
видах ксилотрофных грибов (рис. 1) обнаружено 
13 видов жесткокрылых из 6 семейств. Представ-
ленность видов мицетофильных жесткокрылых 
на заселяемых ими грибах показана в таблице.

В качестве дополнительного материала к 
фауне мицетофильных жуков Саратовской об-
ласти приводим находки А. С. Сажнева: Triplax 
(Platichna) lepida (Falderman, 1835) на Lentinus 
tigrinus, Triplax (Triplax) russica (Linnaeus, 1758) 
на Psathyrella sp. и Bolitophagus reticulatus 
(Linnaeus, 1767) – на Fomes fomentarius.

Надо отметить, что в сборах практиче-
ски не представлены Staphylinidae, такие как 
Gyrophaena, Atheta и др., отсутствуют виды 
семейства Ciidae, характерные для трутовиков. 
Вероятно, стоит изменить методику сбора на 
применение флотации и разнотипных эклекторов 
и ловушек [29], а также провести сбор материала 
в разные сроки с учетом состояние плодовых тел 
самих ксилотрофных грибов, так как известно, 

Рис. 1. Плодовые тела исследованных видов ксилотрофных грибов: 1 – Fomes fomentarius, 2 – Polyporus 
squamosus, 3 – Fomitopsis pinicola, 4 – Laetiporus sulphureus

1 2

3 4
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что разные группы жуков имеют предпочтения к 
разной степени зрелости и деструкции плодовых 
тел [2].

На двух видах грибов доминировал вид 
Dacne bipustulata, его доля на Fomitopsis pinicola 
составила 87%, а на Polyporus squamosus – 65%. 
Однако общности фауны жесткокрылых между 

заселяемыми ими видами грибов не наблюдается, 
вероятно, из-за недостаточной выборки.

Наиболее заселенными оказались плодовые 
тела Polyporus squamosus как на уровне раз-
нообразия видов, так и по общему количеству 
собранных жесткокрылых (рис. 2), наименее – 
Fomes fomentarius.

Распределение мицетофильных жесткокрылых по заселяемым ими видам грибов

Вид жука
Вид гриба

Fomes 
fomentarius

Fomitopsis 
pinicola

Laetiporus 
sulphureus

Polyporus 
squamosus

Bitoma crenata + – – –

Corticeus bicolor – – + –

Cryptophagus denticulatus – – – +

Dacne bipustulata + + – +

D. pontica + – – –

Diaperis boleti – – + +

Eledona agricola – – + –

Gyrophaena strictula – – – +

Mycetophagus piceus – – – +

M. quadripustulatus + – – +

Neomidia haemorrhoidalis + – – –

Pentaphyllus chrysomeloides – + – +

Scaphisoma agaricinum – – + –

Рис. 2. Показатели заселенности плодовых тел жесткокрылыми
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Для первичной оценки мицетофильного 
сообщества необходимо дать характеристику 
экологических функций отдельных видов и 
группировок насекомых, входящих в его состав, 
что можно проследить на примере трофических 
связей. 

Так, среди зарегистрированных нами жест-
кокрылых можно выделить следующие группы: 
облигатные мицетофаги – виды, питающиеся ис-
ключительно грибами независимо от того, в какой 
среде они обитают, – подавляющее большинство 
в наших сборах. Мицетосапрофаги – виды, раз-
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вивающиеся в мертвых тканях грибов (плодовых 
тел) – чернотелки Neomidia haemorrhoidalis 
(Fabricius, 1787) и Pentaphyllus chrysomeloides 
(Rossi, 1792). А также специализированные хищ-
ники – охотятся на обитателей грибов – Corticeus 
(Corticeus) bicolor (Olivier, 1790).
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Until this article in the Saratov Province special studies of fungi-
vorous beetles fauna of Coleoptera was carried out. The collection 
material was conducted by the authors in the spring and summer 
of 2017 with fruiting bodies of different species of xylotrophic 
Basidiomycetes of the families Polyporaceae and Fomitopsidaceae 
on the territory of 4 districts of the Saratov Province (Voskre-
senskiy, Khvalynskiy, Saratovskiy, Engelskiy). As a result, on 
4 species of xylotrophic fungi were found 13 species of Coleoptera 
from 6 families. On two species of fungi dominated the species 
Dacne bipustulata, his share on Fomitopsis pinicola was 87%, and 
on Polyporus squamosus – 65%. The most populated were the 
fruit bodies of Polyporus squamosus both at the level of diversity 
of species, and the total number of collected Coleoptera, the 
least – Fomes fomentarius. Among determined Coleoptera were 
dominated the obligate mycetophages, among which dominated 
myceto-saprophages – darkling beetles Neomidia haemorrhoidalis 
(Fabricius, 1787) and Pentaphyllus chrysomeloides (Rossi, 1792). 
The smallest was a group of specialized predators (hunting on 
the inhabitants of fungi), which was represented by the species – 
Corticeus (Corticeus) bicolor (Olivier, 1790).
Key words: fauna, beetles, fungi, Basidiomycetes, Saratov 
Province.
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Глазодвигательная активность является необходимым компонен-
том психических процессов человека, благодаря которым проис-
ходит получение, преобразование и использование зрительной 
информации. Регистрируя и анализируя движения глаз, мы спо-
собны получить доступ к скрытым (внутренним) формам актив-
ности, которые протекают исключительно быстро и неосознанно. 
Благодаря появлению в России современных айтрекеров инте-
рес к окуломоторной тематике в настоящее время значительно 
возрос. Представлены результаты исследования окуломоторной 
активности (ОМА) студентов при решении логических задач. Ис-
следуемым предлагалось решить вербальные и математические 
задачи на специальном приборе – Eye-Tracker. По результатам 
анализа основных параметров окуломоторной активности, таких 
как моргание, фиксация и саккады, были выявлены значимые 
различия данных характеристик. Также в ходе эксперимента по 
результатам тестирования был определен уровень логического 
мышления студентов психологического факультета. Большинство 
исследуемых справились с решением вербальных заданий, по-
казав хорошие результаты. При выполнении же математических 
задач, многие не успели сделать и больше половины. Полу-
ченные результаты эксперимента неокончательны, планируется 
дальнейшее исследование, анализ и корреляционная обработка 
окуломоторной активности студентов. 
Ключевые слова: окуломоторная активность, бинокулярный 
трекинг глаз, фиксация, саккады, глазодвигательная активность, 
психофизиологические особенности.
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Все дети от природы награждены огромным 
потенциалом. В каждом ребенке кроются удиви-
тельные возможности и способности. И главная 
задача родителей и учителей помочь учащимся 
их раскрыть.

Образование в России как школьное, так и 
дошкольное в основном построено на развитии 
левого полушария ребенка, то есть на полном 
дискретном анализе и логике. Но при этом про-
исходит игнорирование правого полушария, что 
вдвое может урезать способности ребенка, так как 
дети с развитым правым полушарием обладают 
фотографической памятью, способны запоминать 

большие объёмы информации, имеют уникальные 
вычислительные и лингвистические способности. 
При решении самостоятельных работ, предостав-
ленных преподавателем, не все учащиеся могут 
справиться с заданиями сразу. Возможно, считы-
вание информации происходит по-разному, и дети 
порой просто не успевают. 

Мы решили изучить восприятие учащимися 
заданий посредством оценки окуломоторной 
активности (ОМА). Ведь именно ОМА является 
необходимым компонентом психических процес-
сов, связанных с получением, преобразованием 
и использованием зрительной информации [1].

Важнейшим фактором, обусловливающим 
характеристики глаз, является задача, решаемая 
наблюдателем. Зная, куда направлен взор, как 
долго (маршрут) и какова траектория движения, 
можно реконструировать психологическую струк-
туру ситуации и динамику решения задачи. Это 
обстоятельство является основанием окулографии 
в качестве метода психологического исследования 
[1]. Цель нашего исследования – оценить особен-
ности окуломоторной активности у студентов при 
решении логических задач.

Исследование проводилось в Саратовском 
государственном университете имени Н. Г. Чер-
нышевского. В эксперименте приняли участие 
20 студенток в возрасте 19–20 лет, обучающихся 
на психологическом факультете. Уровень логи-
ческого мышления оценивался по результатам 
тестирования.

Экспериментальная часть исследования была 
основана на бинокулярной регистрации окуло-
моторной активности при помощи стационарной 
системы бинокулярного трекинга глаз Eye-Tracker. 
В центре экрана монитора высвечивалась фик-
сационная точка, по мере готовности участника 
к решению заданий на ее месте предъявлялся 
стимульный материал. Расстояние между обследу-
емым и монитором со встроенной в него системой 
удаленной регистрации движения глаз составляло 
65–70 см. По координатам центра зрачка и рого-
вичного блика, а также по результатам калибровки 
рассчитывается направление взора, привязанное 
к рассматриваемому наблюдателем изображению. 
Средняя продолжительность исследования одно-
го студента составила – 10–12 мин. Первичные 
данные основных характеристик движения взора 
были обработаны с помощью программы BeGaze.

А. С. Чеботок, Е. М. Зинченко. Особенности окуломоторной активности у студентов 
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Наше исследование состояло из двух этапов. 
На первом этапе осуществлялись фиксация и ана-
лиз глазодвигательной активности при решении 
вербальных задач (группа 1).  Работа включала 
в себя 20 стимулов, построенных по принципу 
«найти лишнее слово». Второй этап также со-
стоял в фиксации и анализе глазодвигательной 
активности, но уже при решении математических 
задач (группа 2). Для решения предлагалось 
18 логических заданий, каждое из которых со-
держало 2 логические посылки.  На каждый этап 
было отведено по 5 минут.  Обработка количе-
ственных показателей осуществлялась при помо-
щи статистического пакета SPSS. Для выявления 
значимости различий параметров окуломоторной 
активности между двумя группами использовался 
статистический критерий Манна–Уитни.

По результатам решения стимулов было уста-
новлено количество ошибок и присвоен опреде-
ленный уровень логического мышления студентов 
каждой группы. При решении вербальных задач 
студенты справились со всеми заданиями и в 
среднем набрали 18 баллов из возможных 20. 
Полученные данные характеризуют уровень ло-
гического мышления как высокий. При решении 
математических задач студентов с низким уровнем 
логического мышления значительно больше. По 
результатам статистического анализа были вы-
явлены различия в окуломоторной активности у 
студентов 1- и 2-й группы (рис. 1).

Анализировались следующие пространствен-
но-временные параметры ОМА:

– Blink Count – количество морганий;
– Fixation  Count – количество фиксаций;
– Fixation  Frequency [count/s] – частота фик-

саций;
– Fixation  Duration Total [ms] – общая про-

должительность фиксаций;
– Fixation  Duration Average [ms] – средняя 

продолжительность фиксаций;

– Saccade  Count – количество саккад;
– Saccade  Frequency [count/s] – частота сак-

кад;
– Saccade  Duration Total [ms] – общая про-

должительность саккад;
– Saccade  Duration Average [ms] – средняя 

продолжительность саккад;
– Saccade  Velocity Average [°/s] – средняя 

скорость саккад.
В ходе исследования параметров морганий 

у студентов при решении логических задач было 
выявлено, что участники 2-й группы имеют су-
щественно более высокие значения таких харак-
теристик (табл. 1), как количество и общая про-
должительность морганий, в связи с этим время, 
затраченное для выполнения заданий, больше, чем 
у 1-й группы. Исходя из этого можно говорить 
о более высокой эмоциональной вовлеченности 
студентов при решении математических задач, 
чем при выполнении вербальных.

Таблица 1
Результаты измерений параметров морганий 
у студентов при решении логических задач

Параметр
Группа

1 -я 2-я 

Время, мс 8462±1413 20433±7811**

Количество морганий 1,83±0,58 8,37±3,16**

Общая продолжитель-
ность морганий, мс 322,8±118,4 1321±621,4**

Примечание. **разница достоверна при p ≤ 0,01 по 
сравнению с 1-й группой.

По результатам измерений параметров фик-
саций у студентов при рении логических задач 
(табл. 2) наибольшее количество фиксаций от-
мечено во 2-й группе, а также общая продолжи-
тельность, общая и средняя дисперсия фиксаций 
выше в данной группе. 

Таблица 2
Результаты измерений параметров фиксаций 
у студентов при решении логических задач

Параметр
Группа

1-я 2-я

Количество фиксаций 25,65±4,65 61,62±22,35**

Общая продолжитель-
ность фиксаций, мс 6295±1066 14578±5723**

Общая дисперсия 
фиксаций 1794±409,9 5920±2615**

Средняя дисперсия 
фиксаций 69,05±4,33 91,95±12,14**

Примечание.  **разница достоверна при p ≤ 0,01 по 
сравнению с 1-й группой.

Рис. 1. Результаты распределения студентов по уровню 
логического мышления при выполнении логических задач: 

– высокий, – средний, – низкий

Группа 1 Группа 2
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По снимкам экрана прибора (рис. 2) мы мо-
жем наглядно проследить разницу в фиксации у 
исследуемых. Данные результаты могут свиде-
тельствовать о рассредоточенности их внимания.

При анализе такой характеристики ОМА, 
как саккады у студентов 2-й группы было заре-
гистрировано большее их количество и общая 
продолжительность (табл. 3). Длина пройденного 
пути имеет также наиболее высокие значения 
по сравнению с 1-й группой. Общая амплитуда 

и скорость, а также максимальная амплитуда и 
скорость саккад наиболее выражена у студентов 
при решении математических задач. Полученные 
данные могут говорить об их эмоциональной во-
влеченности в решение данного стимула.

На снимках экрана прибора (рис. 3) можно 
проследить разницу в траектории движения сак-
кад. Мы можем говорить о том, что чем сложнее 
рассматриваемый объект, тем сложнее траектория 
движения глаз [2].

Рис. 2. Фиксация взора студента при решении задачи: а – вербальной, б – математической
а б

Рис. 3. Движение саккад взора студента при решении задачи: а – вербальной, б – математической

                                                                                                                                   Таблица 3
Результаты измерений параметров саккад у студентов 

при решении логических задач

Параметр
Группа

1-я 2-я

Длина пройденного пути, пиксели 4197±921,5 7808±2714**

Количество саккад 31,88±5,32 75,99±26,34**

Общая продолжительность саккад, мс 1366±239,2 3123±1159**

Общая амплитуда саккад, ° 124,5±24,43 338,1±118,5**

Максимальная амплитуда саккад, ° 21,79±4,4 47,3±11,57**

Общая скорость саккад, °/s 2500±467,5 6338±1987**

Максимальная скорость саккад, °/s 272,5±43,75 501,2±84,41**

                      Примечание.  **разница достоверна при p ≤ 0,01 по сравнению с 1-й группой.

а б
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По результатам данного исследования были 
сделаны следующие выводы:

1) уровень логического мышления характе-
ризуется как высокий при решении вербальных 
заданий;

2) при выполнении математических задач у 
большинства студентов низкий уровень логиче-
ского мышления;

3) на решение вербальных задач ушло мень-
шее количество времени из допустимого;

4) большое количество морганий, фиксаций, 
саккад выявлено у студентов при выполнении ма-
тематических задач, что может свидетельствовать 
о более высокой эмоциональной вовлеченности.

Результаты исследования могут быть при-
менены преподавателями при создании различ-
ного рода заданий с учетом индивидуальных 
психофизиологических особенностей учащихся. 
В дальнейшем планируется произвести корреля-
цию и установить взаимосвязь между уровнем 
логического мышления и ОМА, а также провести 
сравнение студентов различного пола и специаль-
ности для сравнительного анализа.
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Oculomotor activity is a necessary component of the human mental 
processes, thanks to which the acquisition, transformation and use of 
visual information takes place.  Therefore, by registering and analyzing 
eye movements, we are able to access the hidden (internal) forms of 
activity that occur extremely quickly and unconsciously.  Thanks to the 
appearance in Russia of modern trainees, interest in the oculomotor 
theme has now increased significantly.  In this paper, the results of 
the study of oculomotor activity (OMA) of students in solving logical 
problems are presented.  The researchers were asked to solve verbal 
and mathematical problems on a special device - Eye - Tracker.  Based 
on the analysis of the main parameters of oculomotor activity, such 
as blinking, fixation and saccades, significant differences in these 
characteristics were revealed.  Also, in the course of the experiment, 
according to the results of testing, the level of logical thinking of the 
students of the psychological faculty was determined.  Most of the 
subjects coped with the decision of verbal assignments, showing 
good results.  While performing the same mathematical tasks, many 
did not have time to do more than half. The results of the experiment 
are not final, further research, analysis an d correlation processing 
of the oculomotor activity of students is planned.
Key words: oculomotor activity, binocular eye trekeng, fixation, 
saccades, oculomotor activity, psychophysiological features.
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Микроорганизмы, способные к существованию в высоко засо-
ленных средах, являются продуцентами уникальных по струк-
туре и свойствам соединений, что обусловливает возросший в 
последнее время интерес исследователей к изучению их био-
технологического потенциала. Целью работы являлся скрининг 
экзополисахарид-продуцирующих галофильных и галотолерант-
ных микроорганизмов из соленых озер в Египте и России. Для 
выделения и характеристики штаммов использованы микробио-
логические, физико-химические методы, световая и просвечива-
ющая электронная микроскопия. Таксономические исследования 
изолятов проведены на основании анализа культурально-мор-
фологических, биохимических свойств и данных секвенирова-
ния 16S рДНК. Из выделенных 104 изолятов микроорганизмов 
охарактеризованы 49 штаммов-продуцентов экзополисахаридов. 
Содержание полисахаридов в культуральной жидкости исследуе-

мых микроорганизмов максимально достигало 13.7 мг/мл. Для 16 
изолятов установлена видовая принадлежность.
Ключевые слова: галофильные и галотолератные микроорга-
низмы, экзополисахариды, видовое разнообразие, филогенети-
ческие связи.
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Большая часть земной поверхности покрыта 
Мировым океаном, характеризующимся высоким 
разнообразием населяющей его биоты, что дает 
исследователям шанс обнаружить микроорганиз-
мы, продуцирующие соединения с уникальными 
свойствами и химическим составом [1]. В то же 
время гиперсоленые среды, такие как естествен-
ные соленые и соляные озера, представляют 
экосистемы с меньшим разнообразием, но более 
высокой плотностью сообществ [2]. Эти отно-
сительно просто организованные экосистемы 
по сравнению с морскими или пресноводными 
представляют удобный объект исследования фун-
даментальных аспектов биоразнообразия, селек-
ции, биогеографии и эволюции микроорганизмов. 
Среди входящих в их состав галотолерантных 
и галофильных микроорганизмов встречаются 
представители трех основных доменов – эука-
риоты, археи и бактерии [3], причем среди по-
следних представлены аэробы, факультативные 
и облигатные анаэробы, как грамотрицательные, 
так и грамположительные [4]. 

По способности обитать в средах с различны-
ми концентрациями хлорида натрия выделенные 
и охарактеризованные до настоящего времени 
галофильные микроорганизмы разделяют на 
четыре группы: слабые (2–5% NaCl), умеренные 
(5–15% NaCl), экстремальные (15–32%) и погра-
ничные экстремальным галофилы (>15% NaCl). 
Галотолерантные (осмофильные) микробы не 
требуют хлорида натрия для своего роста, но 
могут адаптироваться к довольно высоким (до 
15%) концентрациям соли [5–7].

Галофильные микроорганизмы представ-
ляют перспективный объект исследований с 
целью дальнейшего использования их биотех-
нологического потенциала. Среди галобактерий 
часто встречаются продуценты экстраклеточных 
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ферментов. Например, из различных образцов 
соли, собранных компанией «Emisal salt com-
pany» в озере Карун (Египет), были выделены 
33 бактериальных изолята – продуценты протеаз 
и 16 изолятов, производящих целлюлазы [8, 9].

Вызывают несомненный интерес и экзо-
полисахариды (ЭПС) галобактерий. Сазерленд 
впервые использовал термин «экзополисахарид» 
для описания высокомолекулярных углеводных 
полимеров, производимых именно морскими бак-
териями [10]. В ходе адаптации к существованию 
в засоленных условиях обитания у многих микро-
организмов происходят модификации молекул, 
формирующих поверхность клетки, например, 
фосфолипидов [10]. Охарактеризованы ЭПС не-
которых галофильных/галотолерантных микро-
организмов, среди которых преимущественно 
представлены археи и морские бактерии [11–14]. 
Микробиом соленых и соляных озер, проявля-
ющих различия в химическом составе, уровне 
техногенного загрязнения и т.д., исследован не-
достаточно и, как следствие, ограничена инфор-
мация о продуцируемых микроорганизмами ЭПС.

Благодаря уникальной структуре и проявля-
емым физико-химическим свойствам микробные 
полисахариды широко используются в пищевой, 
фармацевтической и других отраслях производ-
ства. Некоторые из них являются эмульгаторами, 
стабилизаторами, загустителями, желирующими 
агентами, коагулянтами, компонентами смазок, 
материалами для пленочных покрытий и пр. [15].

Целью настоящего исследования являлся 
скрининг галофильных микроорганизмов, изо-
лированных из соленых озер Карун (мухафаза 
Эль-Файюм, Египет) и Эльтон (Волгоградская 
область, Россия), направленный на выявление 
наиболее перспективных штаммов в отношении 
продукции ЭПС, с дальнейшей их идентифи-
кацией на основании данных фенотипического 
исследования и анализа нуклеотидной последо-
вательности генов 16S рДНК.

Материалы и методы

Галофильные изоляты выделяли с исполь-
зованием модифицированной среды S-G (Sehgal 
and Gibbons, 1960). Отдельно подготавливали два 
раствора, содержащих в пересчете на конечный 
объем среды (1 л) следующие компоненты: А – 
200 мл раствора глюкозы (1%), сахарозы (1%), 
дрожжевого экстракта (1%), который трижды 
дробно пастеризовали (100°C, 15 мин); Б – 800 мл 
раствора, NaCl (в зависимости от варианта опыта: 
0, 5, 10, 15 или 25%), MgSO4×7H2O (2%), KCl 
(0.2%), цитрат натрия Na3C6H5O7 (0.3%), который 
автоклавировали (121°С, 30 мин). После стерили-

зации растворы смешивали и титровали 1н NaOH 
до конечного значения рН 7.5. Для культивирова-
ния микробных изолятов использовали жидкую и 
агаризованную (1.5% бактоагара) среду. 

Для получения накопительной культуры в 
среду S-G (90 мл) добавляли образцы в жидкой 
(10 мл) либо твердой (10 г) форме, инкубировали 
при 30 и 37°С в течение 3−7 суток на ротационном 
шейкере (200 об/мин). Затем из аликвот после-
довательных разведений каждой накопительной 
культуры делали высевы на твердую среду S-G 
и инкубировали при 30 и 37°С в течение 2 не-
дель. ЭПС-продуцирующие изоляты отбирали 
по способности к образованию ослизненных 
колоний, которые рассевали на свежую среду для 
получения отдельных колоний. Чистоту культур 
контролировали с помощью световой микроско-
пии. Хранение отобранных микробных культур 
осуществляли при –70°С в среде S-G, содержащей 
20% глицерина. Штаммы депонированы в Ведом-
ственной коллекции полезных микроорганизмов 
сельскохозяйственного назначения (ВКСМ).

Для каждой изолированной культуры микро-
организмов описывали морфологию колоний, 
осуществляли окрашивание по Граму согласно 
процедуре [16], также выполняли тесты с ги-
дроксидом калия [17]. Окрашивание спор было 
выполнено по Шефферу–Фултону и др. в соот-
ветствии с [17]. Подвижность изолятов исследо-
вали микроскопическими методами, морфология 
клеток оценивалась с использованием просве-
чивающей электронной микроскопии (ПЭМ) на 
микроскопе Libra 120 («Carl Zeiss», Германия) в 
ЦКП «Симбиоз» ИБФРМ РАН.

Для отнесения галофильных микроорга-
низмов к одной из четырех групп изоляты те-
стировали на способность к росту на плотной 
S-G среде с различным содержанием NaCl (0, 5, 
10, 15 и 25%) [18].

Из жидкой культуры на стационарной фазе 
роста клетки осаждали центрифугированием 
(4400 об/мин, 40 мин). Содержание ЭПС в куль-
туральной жидкости определяли после осажде-
ния двумя объемами охлажденного 96% этанола 
(4°С, 12 ч). Осадок ЭПС дважды промывали 
этанолом, а затем диализовали в течение 72 ч 
против дистиллированной воды через мембрану 
с пределом исключения 14 кДа («Росмедбио», 
Россия). Концентрацию углеводов в ЭПС опре-
деляли методом [19] с использованием глюкозы 
в качестве стандарта.

Идентификацию микроорганизмов осу-
ществляли на основании данных анализа куль-
турально-морфологических и биохимических 
свойств (GENIII MicroPlate BioLog, США), 
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а также последовательности гена 16S рРНК, 
амплификацию которого проводили с ис-
пользованием пар универсальных праймеров: 
5’GCCGGAGGTCATTGCTAGTGGAGTC3’ и 
5’AGGAGGTGATCCAGCCGCAGATTCC3’ [20] 
и fD1 5’AGAGTTTGATCC-TGGCTCAG3’ и rD1 
5’CTTAAGGAGGTGATCCAGCC3’ [21].

ПЦР выполняли в течение 30 циклов: 
денатурация 30 с при 95°С, отжиг 1 мин при 
40°С и полимеризация в течение 2 мин при 72°С. 
Продукты ПЦР (~1540 п. н.) разделяли электро-
форезом в агарозном геле и извлекали с помощью 
набора Nucleotrap («Macherey-Nagel», Германия). 
Секвенирование осуществляли на коммерческой 
основе в компании «Синтол» (г. Москва), а также 
в рамках договора о научном сотрудничестве с 
ФГБНУ ВНИИСХМ (г. Санкт-Петербург).

Сравнение полученных последовательностей 
16S рДНК с таковыми в базе данных GenBank 
осуществляли с использованием онлайн сервиса 
Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Построение 
филогенетических дендрограмм методом при-
соединения соседей осуществляли с использо-
ванием программного пакета FASTMe (https://
galaxy.pasteur.fr). Статистическую достоверность 

дендрограмм рассчитывали с помощью «boot-
strap» анализа с использованием построения 
1000 альтернативных деревьев. Micrococcus 
luteus АТСС 4698 (NR114673) был использован в 
качестве референтного штамма – представителя 
неродственной группы.

Результаты и их обсуждение

Из восьми образцов соли оз. Карун (Египет, 
29°27’13»с.ш. 30°34’51» в.д.), полученных в 
2015–2016 гг. из различных источников, включаю-
щих природный неокрашенный соляной раствор, 
окрашенные соляные растворы из искусственных 
солнечных соляных прудов, прибрежную и дон-
ную почвы солнечных соляных прудов, а также 
необработанную соль («Emisal Salt Company», 
Египет), было выделено 78 изолятов, из которых 
39 оказались продуцентами ЭПС. Из 26 изолятов, 
выделенных в 2016 г. из трех различных соляных 
проб оз. Эльтон (Россия, 49°08’с.ш. и 46°42’ в.д.), 
ЭПС продуцировали 10 изолятов.

ЭПС-продуцирующие изоляты характе-
ризовались способностью к образованию на 
агаризованной среде S-G, содержащей разные 
концентрации NaCl, мукоидных колоний (рис. 1). 

Рис. 1. Рост колоний галофильных и галотолерантных изолятов на средах с различным 
содержанием соли: 1 – EG1QL3; 2 – EG 9S8QL; 3 – EG1QL30; 4 – EG3QL57; 5 – RU5S2EL

5

1

2

34

При исследовании отобранных культур методом 
ПЭМ наблюдали микробные клетки, окруженные 
слоем слизи (рис. 2).

По устойчивости к различному содержанию 
NaCl в среде культивирования исследуемые 

микроорганизмы были условно разделены на 
четыре группы (табл. 1), причем основным кри-
терием при отнесении каждого изолята к опреде-
ленной группе являлась оптимальная для роста 
бактериальной культуры концентрация NaCl. 
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Исследования показали, что в составе первой 
группы только четыре изолята не демонстриро-
вали рост при концентрациях соли ниже 25%, в 
то время как изоляты EG4QL54 и EG1QL53 были 
способны расти в диапазоне 15–25% NaCl, а изо-
лят RU2EL38 – 10–25% NaCl. Таким образом, 
все семь изолятов первой группы можно рассма-
тривать как экстремальные галофилы. Микро-
организмы, отнесенные ко второй группе, де-
монстрировали активный рост при 15% NaCl, за 
исключением EG1QL3, который способен расти в 
широком диапазоне концентраций NaCl (0-15%). 
Часть изолятов третьей (EGP5QL1, RU2EL5, 
EGP2QL34, EGP6QL35, EGP5QL12) и четвер-
той групп (EGP6QL14, RU2EL4, EGP3QL11, 
RU2EL1) обнаружили способность к росту как в 
среде с соответствующей концентрацией NaCl (10 
и 5%), так и в среде, не содержащей соли, а часть 
изолятов этих групп (EG24S8QL, EG18S7QL, 
EGP1QL18, EG27S8QL, EG1HP4QL.EG33S7QL, 
EGP3QL10, EG26S8QL) демонстрировала сла-
бый рост при 15% NaCl. 

Следует отметить, что среди выделенных 
культур грамположительных бактерий было при-
близительно в два раза больше, чем грамотрица-
тельных. Только семь изолятов характеризовались 
отсутствием подвижности и все они относились 
к грамположительным бактериям. Соотношение 
споро- и неспорообразующих микроорганизмов 
было примерно одинаковым. 

При микроскопическом исследовании было 
выявлено, что большинство изолятов представ-
ляли собой короткие либо длинные палочки, 
Исключение составили три штамма микроор-
ганизмов первой группы, которые были плей-
оморфными (EG4QL54, EG3QL57) и кокками 
(RU2EL38), а также три штамма бактерий тре-
тьей группы, которые были кокками (EGP5QL1, 
RU1EL6) и диплококками (EGP1QL18). Сведе-
ния о культуральных свойствах исследуемых 
изолятов на твердой питательной среде пред-
ставлены в табл. 1.

Все изоляты охарактеризованы по продук-
ции ЭПС, которая достаточно сильно отличалась 
у разных штаммов (от 0.1 до 13.7 мг в мл культу-
ральной среды (см. табл. 1)). Следует отметить, 
что проведенный скрининг характеризует способ-
ность к продукции ЭПС у выделенных штаммов 
только в общих чертах, поскольку потенциал этих 
микроорганизмов может быть более высоким 
при оптимизации условий их культивирования. 
Тем не менее уровень синтезированных иссле-
дуемыми микроорганизмами ЭПС согласуется с 
таковым для других галофильных бактерий [22].

Отбор штаммов для проведения дальнейших 
исследований осуществляли, учитывая их спо-
собность к продукции ЭПС (мг/мл) в пределах 
каждой группы (см. табл. 1). Поскольку группы 
различались количеством отнесенных к ним 
штаммов, то из первой и второй групп было 
отобрано по три изолята – EG3QL57, EG3QL50, 
RU2EL38 и EG1QL3, EG9S8QL, EGP4QL47 
соответственно. Из третьей группы были ото-
браны шесть изолятов – EG1QL30, EGP5QL12, 
EG24S8QL, EG18S7QL, EGT5QL15 и EG2QL8, а 
из четвертой – двенадцать изолятов: EG1HP4QL, 
RU2EL4, EGP5QL39, RU3EL3, RU5S2EL, 
EG6S8QL, RU2EL1, EG19S7QL, EG27S8QL, 
EG30S8QL, EG33S7QL и EG26S8QL. 

По результатам исследования последова-
тельности нуклеотидов генов 16S рДНК для 
шестнадцати из отобранных изолятов уста-
новлена принадлежность к десяти родам, во-
семь из которых – представители бактерий: 
Bacillus, Salinibacillus, Virgibacillus, Piscibacillus, 
Halobacillus, Marinococcus, Chromohalobacter, 
Halomonas, а два − архей: Haloterrigena и 
Halobacterium. Как следует из приведенных 
данных, на рис. 3 и в табл. 2 гомология нуклео-
тидной последовательности генов 16S рДНК ис-
следуемых изолятов с таковой наиболее близких 
видов (база данных GenBank) для большинства 
штаммов составляла от 98.5 до 99%, в некоторых 
случаях − 100%. 

Рис. 2. Морфология клеток изолятов, продуцирующих ЭПС, визуализованная методом ПЭМ: 1 – EG1QL3; 2 – EG3QL57; 
3 – EG1QL30

1 2 3
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Таблица 1
Характеристика морфологии колоний и клеток, продуцирующих ЭПС 

галофильных и галотолерантных микроорганизмов

Спорообра-
зованиеПодвижностьОкраска 

по Граму ЭПС, мг/млМорфология колонийИзолят№

Группа 1: экстремальные галофилы (25% NaCl)
-+-0.4Круглые розовые ослизненныеEG2QL551
-+-1.5Точечные розовые ослизненныеEG3QL502
-++0.5Круглые ярко-красные ослизненныеRU1EL163
--+0.9Точечные розовые ослизненныеRU2EL384
-++0.3Круглые оранжевые ослизненныеEG4QL545
-+-2.3Круглые красные ослизненныеEG3QL576
-+-0.2Круглые розовые ослизненныеEG1QL537

Группа 2: пограничные экстремальным галофилы (15% NaCl) 
+++0.4Круглые желтые маслянистыеEGP3QL238
-+-1.5Круглые бежевые ослизненныеEG9S8QL9
+++0.4Точечные кремовые ослизненныеEGT2QL2710
-++0.1Круглые белые маслянистыеEGP5QL2411
+++0.9Неправ. бежевые маслянистыеRU1EL312
+-+0.6Круглые белые ослизненныеEGP3QL213
+++1.1Круглые кремовые маслянистыеEGP4QL4714
-+-13.7Круглые кремовые ослизненныеEG1QL315

Группа 3: умеренные галофилы 10% NaCl
+++2.0Круглые светло-серые маслянистыеEGT5QL1516
--+0.3Точечные белые ослизненныеEGP5QL117
+++1.1Круглые оранжевые маслянистыеRU2EL518
-+-0.6Точечные кремовые маслянистыеEGT2QL3719
-+-2.7Круглые бежевые ослизненныеEG24S8QL20
+++1.8Точечные желтые ослизненныеEG2QL821
+++0.9Круглые белые маслянистыеEGP2QL3422
+++9.3Неправильные белые ослизненныеEG1QL3023
-+-2.5Круглые кремовые ослизненныеEG18S7QL24
-++0.2Точечные кремовые маслянистыеEGP6QL3525
--+0.8Неправильн. бежев. ослизненныеRU1EL626
+++0.9Круглые бежевые ослизненныеEGT2QL3627
--+0.4Точечные белые маслянистыеEGP1QL1828
+++5.7Круглые белые ослизненныеEGP5QL1229
+++1.2Круглые белые ослизненныеRU3EL730

Группа 4: слабые галофилы (5% NaCl) 
-+-1.8Круглые белые ослизненныеEG27S8QL31
+++2.9Круглые белые ослизненныеRU3EL332
+++0.7Круглые белые ослизненныеEGP6QL1433
+-+1.1Неправильн. кремов. маслянистыеEGT4QL1334
-+-2.3Неправильные белые ослизненныеEG6S8QL35
+++5.2Круглые желтые маслянистыеEG1HP4QL36
+++4.6Круглые белые ослизненныеRU2EL437
-++0.4Круглые кремовые маслянистыеEGP3QL1138
+++4.2Неправильные белые ослизненныеEGP5QL3939
-+-1.5Круглые белые ослизненныеEG33S7QL40
-+-0.8Неправильн. кремов. ослизненныеEGP3QL1041
+-+1.3Круглые белые ослизненныеEGT2QL942
-+-1.7Круглые белые ослизненныеEG30S8QL43
+++2.1Неправильные белые ослизненныеRU2EL144
+++0.5Круглые кремовые маслянистыеEGT4QL4245
-+-1.5Круглые бежевые маслянистыеEG26S8QL46
+++0.2Неправильные белые ослизненныеEGT4QL4347
-+-1.8Круглые белые маслянистыеEG19S7QL48
-+-2.8Круглые коричневые слизистыеRU5S2EL49
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Рис. 3. Дендрограмма филогенетического сходства, построенная на основе сравнительного анализа нуклеотидных после-
довательностей генов 16S рДНК выделенных изолятов и других близкородственных микроорганизмов. Для построения 
использован метод присоединения соседей («neighbor-joining»). Слева внизу дан масштаб эволюционных расстояний. 
Цифрами показана статистическая достоверность порядка ветвления, определенная с помощью «bootstrap»-анализа 

1000 альтернативных деревьев

В составе галофильных микроорганизмов, 
изолированных из образцов соли озер Карун и 
Эльтон, выявлено присутствие представителей 
семейств Halobacteriaceae, Halomonadaceae и 
Bacillaceae (см. табл. 2). В группе экстремаль-
ных галофилов были выявлены представители 
семейства р. Halobacterium и Haloterrigena 
(Halobacteriaceae) и Marinococcus (Bacillaceae). 
Во второй группе удалось установить видовую 
принадлежность двух изолятов – представителей 
р. Piscibacillus (Bacillaceae) и Chromohalobacter 

(Halobacteriaceae). Среди умеренных и слабых 
галофилов преобладали представители сем. 
Bacillaceae: Bacillus, Salinibacillus, Virgibacillus, 
Piscibacillus и Halobacillus. Единственный пред-
ставитель сем. Halomonadaceae – Halomonas ven-
tosae был идентифицирован в составе четвертой 
группы. 

Полученные в нашей работе данные о видо-
вом составе засоленных водоемов коррелируют 
с результатами подобных исследований. Так, 
Hedi et al. [23] проводили скрининг бактери-
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                                                                                                                                                  Таблица 2
Определение видовой принадлежности микроорганизмов 

по анализу нуклеотидных последовательностей гена 16S рДНК 

№ Изоляты Наиболее близкие виды (ID GenBank) Идентичность, % 

Группа 1

1 EG3QL57 Haloterrigena saccharevitans* (AY820136) 98.9

2 EG3QL50 Halobacterium salinarum *(KY099609) 100.0

3 RU2EL38 Marinococcus halophilus (NR026268) 98.7

Группа 2

4 EGP4QL47 Piscibacillus halophilus (KX068641) 100.0

5 EG1QL3 Chromohalobacter salexigens (NR074225) 100.0

Группа 3

6 EG2QL8 Salinibacillus aidingensis (NR042839) 98.8

7 EG1QL30 Bacillus licheniformis (JN166722) 98.9

8 EGT2QL36 Piscibacillus salipiscarius (JQ068937) 98.8

9 EGT5QL15 Virgibacillus massiliensis (NR144700) 100.0

10 EGP5QL12 Bacillus velezensis (MG890226) 98.9

Группа 4

11 EGP5QL39 Bacillus paralicheniformis (MG651169) 98.7

12 RU2EL1 Bacillus aerophilus (KT758443) 100.1

13 RU3EL3 Bacillus amyloliquefaciens (KY072769) 98.9

14 EG1HP4QL Halobacillus dabanensis (MG651523) 100.0

15 RU2EL4 Bacillus halotolerans (MG839270) 98.9

16 RU5S2EL Halomonas ventosae (NR042812) 98.7

                Примечание. * – представители Archaea.

альных и архейных сообществ в отложениях 
Эль-Джеридского соленого озера в Тунисе с ис-
пользованием фенотипических и филогенетиче-
ских подходов и обнаружили, что члены домена 
Bacteria принадлежат к родам Salicola, Pontiba-
cillus, Halomonas, Marinococcus и Halobacillus, 
тогда как единственный член домена Archaea 
был представлен родом Halorubrum. Исследова-
ния разнообразия галофильных бактерий вдоль 
прибрежных районов Карнатака (Индия) показа-
ли преобладание родов Virgibacillus, Halobacil-
lus, Salinibacillus, Nesterenkonia, Pontibacillus и 
Staphylococcus [24]. Аналогично умеренно гало-
фильные аэробные бактерии, принадлежащие к 
родам Halomonas, Bacillus и Chromohalobacter, 
были выделены из многослойных солнечных 
сателлитов вдоль побережья Гуджарата, Ориссы 
и Западной Бенгалии, Индия [13].

Таким образом, по результатам исследования 
показано, что среди изолятов микроорганизмов, 
адаптированных к существованию в засоленных 
средах, 47% являются продуцентами полисахари-

дов ЭПС, т.е. для них, очевидно, продукция глико-
полимеров является стратегией выживания в экс-
тремальных средах. Слой ЭПС защищает клетки 
от экстремальных условий окружающей среды 
и часто используется бактериями как источник 
углерода и энергии во время голодания. Учиты-
вая, что адаптация к различной засоленности, 
техногенному загрязнению и другим негативным 
факторам путем изменения состава и продукции 
ЭПС исследована недостаточно, выделенные 
штаммы являются весьма перспективными объ-
ектами, как для изучения фундаментальных ос-
нов процесса адаптации с использованием ЭПС, 
так и для биотехнологических целей как проду-
центы полисахаридов.
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помощь в получении образцов из Озера Эльтон 
(Волгоградская область, Россия). Депонирова-
ние штаммов в Ведомственной коллекции по-
лезных микроорганизмов сельскохозяйственного 
назначения (ВКСМ) было выполнено в рамках 
Программы ФАНО России по развитию и инвен-
таризации биоресурсных коллекций научными 
организациями.
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Microorganisms inhabiting saline environments can produce com-
pounds unique in structure and properties. This ability recently 
prompted researchers to study the biotechnological potential of 

halophiles. This work aimed at screening the exopolysaccharide-
producing halophilic and halotolerant microorganisms of two saline 
lakes, one in in Egypt and the other in Russia. For strain isolation 
and characterization, we used microbiological and physico-chemical 
methods, as well as light and transmission electron microscopy. 
Taxonomy studies of the isolates was studied on the basis of analyses 
of cultural and morphological characteristics, biochemical properties 
and 16S rDNA sequencing data. Of 104 isolates adapted to saline 
environments we selected 49 exopolysaccharide-producing strains. 
The content of polysaccharides in the culture liquids of the isolated 
microorganisms reached 13.7 mg/ml-1. Sixteen isolates were identi-
fied to species.
Key words: halophilic and halotolerant microorganisms, exopolysac-
charides, species diversity, phylogenic relationships.
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АНОДНАЯ ТРАНСКРАНИАЛЬНАЯ СТИМУЛЯЦИЯ 

ПОСТОЯННЫМ ТОКОМ УВЕЛИЧИВАЕТ 

ЦЕРЕБРАЛЬНЫЙ КРОВОТОК, ОКСИГЕНАЦИЮ ТКАНЕЙ 

И СНИЖАЕТ НЕВРОЛОГИЧЕСКИЕ НАРУШЕНИЯ У МЫШЕЙ 

В НОРМЕ И В ПОЗДНЕМ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ ПЕРИОДЕ 

ЧЕРЕПНО-МОЗГОВОЙ ТРАВМЫ 
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Черепно-мозговые травмы (ЧМТ) являются актуальной пробле-
мой современной медицины, так как вызывают неврологические 
нарушения у большинства пациентов при отсутствии эффектив-
ных, подтверждённых в клинических исследованиях методов те-
рапии. Транскраниальная стимуляция постоянным током (tDCS) 
является многообещающим электротерапевтическим методом 
реабилитации после ЧМТ, однако оптимальные параметры сти-
муляции и механизмы действия не определены ввиду отсутствия 
доклинических исследований. Используя модель черепно-мозго-
вой травмы у мышей, мы исследовали влияние анодной tDCS на 
церебральный кровоток и оксигенацию головного мозга и оце-
нили эффективность стимуляции в восстановлении неврологи-
ческих функций в зависимости от времени начала применения 
после травмы. ЧМТ вызывала поражение коры головного мозга 
и гиппокампа, снижение церебрального кровотока и гипоксию 
в области периконтузии и, как следствие, нарушение невроло-
гических функций. Лазерная спекл-визуализация показала, что 
анодная tDCS вызывает увеличение регионального кровотока 
коры головного мозга. На микрососудистом уровне, используя 
in vivo двухфотонную лазерную сканирующую микроскопию, 
мы показали, что анодная tDCS вызывает дилатацию артериол, 
приводящую к увеличению капиллярного кровотока и оксигена-
ции тканей. Четырехнедельный курс анодной tDCS значительно 
улучшал моторные и когнитивные неврологические показатели. 
Группа, в которой стимуляция начиналась через 3 недели после 
ЧМТ, продемонстрировала лучшее восстановление после травмы 
по сравнению с группой, в которой стимуляция начиналась через 
1 неделю после ЧМТ, что указывает на то, что поздний посттрав-
матический период является более оптимальным для примене-
ния анодной tDCS.
Ключевые слова: транскраниальная стимуляция постоянным 
током, вазодилатация, церебральный кровоток, черепно-мозго-
вая травма.

DOI: 10.18500/1816-9775-2018-18-3-354-360

Введение

Черепно-мозговые травмы (ЧМТ) представ-
ляют собой актуальную медицинскую проблему, 
так как являются одними из самых распростра-
ненных и опасных заболеваний головного мозга, 
которые вызывают хронические неврологические 
нарушения у выживших пациентов. В России око-
ло 700 тыс. человек получают ЧМТ каждый год, 
50 тыс. из них становятся инвалидами [1]. Как пра-
вило, за первичной травмой следуют вторичные 
патофизиологические процессы, продолжающи-
еся в течение нескольких месяцев после травмы, 
что обеспечивает широкое терапевтическое окно 
для эффективного лечения и восстановления. К 
сожалению, на сегодняшний день эффективного 
метода терапии и реабилитации ЧМТ, подтверж-
дённого клиническими исследованиями, не суще-
ствует [2]. Транскраниальная стимуляция посто-
янным током (tDCS) является многообещающим 
электротерапевтическим методом реабилитации, 
предложенным для лечения ЧМТ [3]. Однако от-
сутствие достаточного понимания механизмов 
действия и определённых оптимальных параме-
тров стимуляции вследствие недостаточного коли-
чества доклинических исследований препятствует 
внедрению данного метода в практику. Считается, 
что в основе непосредственных эффектов tDCS 
лежит воздействие на возбудимость мембран 
нейронов [4]. В некоторых недавних работах было 
показано, что астроциты могут являться возмож-
ной первичной мишенью tDCS [5]. В других ра-
ботах также было показано, что tDCS модулирует 
церебральный кровоток [6], однако механизмы 
изменения кровотока не известны. Как известно, 
снижение церебрального кровотока и наличие 
тканевой гипоксии являются распространенными 
осложнениями после ЧМТ, и их улучшение спо-
собствует позитивной динамике улучшения после 
ЧМТ [7]. Мы предположили, что восстановление 
нарушенного после ЧМТ кровотока при приме-
нении tDCS может способствовать улучшению 
неврологических функций после ЧМТ.

 © Брагина О. А., Семячкина-Глушковская O. B., Брагин Д. Е., 2018
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В данном исследовании было изучено не-
посредственное влияние анодной tDCS на це-
ребральную микроциркуляцию и оксигенацию 
тканей головного мозга мыши и определено 
оптимальное терапевтическое окно эффективного 
использования стимуляции с целью улучшения 
неврологических показателей у мышей с экспери-
ментальной моделью черепно-мозговой травмы.

Материалы и методы

Общий дизайн исследований
Протокол исследований был одобрен Ко-

митетами по уходу и использованию лабора-
торных животных Саратовского государствен-
ного университета (протокол 7) и университета 
Нью-Мексико (№ 200247). Исследования были 
выполнены в соответствии с «Руководством по 
использованию лабораторных животных» [8] на 
8 группах по 10 мышей в каждой: ЧМТ и без 
ЧМТ; с tDCS и без tDCS; через одну и три недели 
после травмы (таблица). 

Метод tDCS, мА

Период 
после ЧМТ, 
неделя

Экспериментальные группы 
(10 мышей в группе)

Ложнооперированные ЧМТ

1 0 0,1 0 0,1 

3 0 0,1 0 0,1

В качестве модели ЧМТ использовался 
метод контролируемого коркового повреждения 
головного мозга [9], которое наносилось при по-
мощи стереотаксического импактора Benchmark 
(Leiсabiosystems, Германия) с использованием 
плоского наконечника диаметром 3 мм, падающе-
го со скоростью 5 м/с и глубиной проникновения 
2,0 мм от поверхности коры, как описано в нашей 
предыдущей работе [10]. Ложнооперированные 
животные подвергались только краниотомии. 

Мультисессионная анодная tDCS (0,1 мА / 
15 мин) или ложная стимуляция (0 мА / 15 мин) 
начиналась через одну или три недели после 
ЧМТ и проводилась в течение 4 недель, при этом 
4 последовательных дня стимуляции сменялись 
3-дневными интервалами покоя. Анодный хлор-
серебряный электрод диаметром 5 мм, смазан-
ный токопроводящим гелем, размещали на коже 
непосредственно над краниотомией, катодный 
электрод на грудной клетке. 

Тонус и кровоток микрососудов коры го-
ловного мозга, проницаемость гематоэнцефа-
лического барьера (ГЭБ) и оксигенация тканей 
(НАД-Н) измерялись до и после анодной tDCS с 
помощью in vivo 2-фотонного лазерного скани-

рующего микроскопа (2ФЛСМ); региональный 
кровоток с использованием in vivo лазерной 
спекл-визуализации (ЛСВ).

Для определения влияния курса tDCS на мо-
торные и когнитивные функции мышей в раннем 
и позднем посттравматических периодах после 
ЧМТ неврологическое восстановление животных 
оценивали через одну неделю после окончания 
курса tDCSс помощью серии поведенческих 
тестов.

Лазерная спекл-визуализация
In vivo ЛСВ региональной перфузии коры 

головного мозга осуществлялась путем осве-
щения черепа лазерным диодом длиной волны 
785 нм и регистрацией отраженного света с дли-
ной волны более 720 нм цифровой камерой как 
описано ранее [11]. Метод основан на эффекте 
беспорядочной интерференции, известной как 
спекл, происходящей при освещении объекта 
исследования лазерным светом. Движущиеся 
эритроциты изменяют интенсивность спеклов, 
предоставляя информацию о движении кровяных 
клеток в сосудах. 

Двухфотонная лазерная сканирующая 
микроскопия 
ДФЛСМ осуществлялась с помощью си-

стемы Prairie View Ultima (Prairie Technologies, 
США), 10-ваттного диодного лазера накачки 
Millennia Prime (Spectra-Physics, США) и ти-
тан-сапфирового лазера двухфотонной эмиссии 
Tsunami (Spectra-Physics, США), настроенного 
на длину волны 750 нм, как описано в наших 
предыдущих работах [12]. Для исследования 
микроциркуляции 5% раствор флуоресцентного 
тетраметилродамин-изотиоцианат-декстрана 
(TAMRA, 500 кДа) в физиологическом раство-
ре был введён в кровоток через хвостовую вену 
до достижения конечной концентрации в крови 
150 мкM/л. Флуоресценция визуализировалась при 
помощи 20-кратного водно-иммерсионного объ-
ектива LUMPlan FL/IR 20X/0.5W (Olympus, Япо-
ния), отфильтровывалась оптическим фильтром 
с пропусканием 570–600 нм для TAMRA и 425–
475 нм для НAД-H и регистрировалась програм-
мой Prairie View. Все видимые микрососуды в 
объёме визуализации (500 × 500 × 300 мкм, XYZ) 
были отсканированы на каждом этапе исследо-
вания, скорость красных клеток крови (ККК) и 
диаметр каждого сосуда были измерены. При по-
следующем анализе с использованием программы 
NIH ImageJ трёхмерная анатомия сосудистой сети 
в интересующей нас области реконструировалась 
из Z-стеков плоских изображений и микрососуды 
были распределены по типам. Капилляры опре-
делялись как сосуды с диаметром от 3 до 8 мкм, 
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характерной извитостью и однопоточным распо-
ложением красных кровяных телец [13]. Пиаль-
ные, проникающие и прекапиллярные артериолы 
и венулы дифференцировались по морфологии и 
скорости потока эритроцитов и диаметру от 9 до 
100 мкм [13].

Проницаемость ГЭБ оценивалась путём 
измерения динамики флуоресценции периваску-
лярной ткани головного мозга на уровне 50 мкм 
от пиальной поверхности в течение 15 мин после 
внутривенной инъекции 5% раствора TAMRA 
(150 кДа), как описано в предыдущих работах 
[12]. Флуоресценция 10 случайно выбранных 
сосудов и 10 регионов периваскулярной парен-
химы мозга на каждом изображении была про-
анализирована при помощи программы ImageJ. 
Значения флуоресценции, полученные в интер-
стициальном пространстве, были нормализованы 
к максимальной интенсивности в кровеносных 
сосудах и выражены как процент интенсивности 
флуоресценции. 

Тканевую гипоксию оценивали путем изме-
рения аyтофлуоресценции НАД-H. Кофермент 
НАД-Н является первичным донором электронов 
в окислительном фосфорилировании в митохон-
дриях клеток и его окислительно-восстанови-
тельное состояние отражает митохондриальную 
активность, которая зависит от насыщения тканей 
кислородом. Восстановленный НАД-Н является 
флуоресцентным с максимумом эмиссии 447 нм, 
в то время как окисленный НАД+ нет, поэтому его 
флуоресценция НАД-Н является чувствительным 
индикатором насыщения клеток кислородом и 
может использоваться для оценки оксигенации 
ткани/уровня гипоксии [14]. 

Поведенческое тестирование
Тест «Ротарод» использовался для опре-

деления координации и моторного дефицита и 
был выполнен при помощи установки Ротарод, 
управляемой компьютером (San Diego Instru-
ments, США). При этом автоматически реги-
стрировалось время, проведенное животным на 
вращающемся роторе. 

Методика условного рефлекса пассивного 
избегания (УРПИ) применялась для оценки 
способности животных к обучению, основан-
ной на теории классического обусловливания 
И. П. Павлова. Выработка условного рефлекса 
избегания осуществлялась в камере Gemini 
Avoidance System, контролируемой программ-
ным обеспечением (San Diego Instruments, 
США). Камера состояла из двух сообщающихся 
отсеков – освещённого и тёмного, которые раз-
делялись закрываемой заслонкой между ними. 
Мышь помещалась в светлый отсек и согласно 

рефлекторному предпочтению перебегала в тём-
ный отсек, где подвергалась однократному шоку 
электрическим током (0,5 мA) длительностью 
пять секунд через металлическую решётку пола. 
На следующий день после тренировки мышь 
снова помещалась в освещенный отсек камеры, 
и регистрировалось латентное время перехода в 
темный отсек. 

Тест «Y-образный лабиринт» применялся 
для измерения рабочей памяти и осуществлял-
ся с использованием компьютерной системы 
(Noldus, EthoVision). В результате анализа было 
посчитано общее число выбранных рукавов и 
число спонтанных альтераций (т.е. случаев, где 
предыдущие два варианта выбранных рукавов 
отличались от третьего).

Статистический анализ проводился с 
использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism 6.0 (La Jolla, CA, США). Для 
оценки статистической значимости полученных 
результатов использовались t-тест Стьюдента 
или тест Колмогорова–Смирнова, межгрупповые 
различия оценивались с помощью двухсторонне-
го ANOVA. Уровень значимости был установлен 
р < 0,05. Данные представлены в виде среднего 
значения ± стандартная ошибка среднего.

Результаты и их обсуждение

Непосредственное влияние анодной tDCS 
на церебральный кровоток 
ЧМТ средней степени тяжести вызывала 

повреждения в тканях коры головного мозга и в 
подкорковых зонах, включая гиппокамп. Окраска 
по Нисслю показала нейродегенеративные изме-
нения гиппокампа и теменной соматосенсорной 
коры с 18%-ной потерей нейронов по сравнению 
с контралатеральным полушарием.

Региональный церебральный кровоток в об-
ласти периконтузии составлял 48,8±8,8% от ба-
зового уровня до стимуляции (рис. 1, a). Анодная 
tDCS увеличивала региональный церебральный 
кровоток билатерально в коре головного мозга у 
ложнооперированных мышей и мышей с ЧМТ 
(см. рис. 1, a, р < 0,05). 

При помощи двухфотонной микроскопии 
было выявлено, что ЧМТ вызывала спазм арте-
риол, снижение микроциркуляции и тканевой 
оксигенации в периконтузионной зоне коры 
головного мозга (см. рис. 1, б–г). Анодная tDCS 
вызывала дилатацию артериол, сопровождаемую 
увеличением объемного артериолярного крово-
тока (см. рис. 1, б, р < 0,01), что, в свою очередь, 
способствовало увеличению скорости кровотока 
в капиллярах (см. рис. 1, в, р < 0,05). Улучшенная 
перфузия в капиллярах после tDCS вызывала про-
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должительное увеличение оксигенации тканей, 
отразившееся в уменьшении аутофлуоресценции 
НAД-H в травмированном и нормальном мозге 
(см. рис. 1, г, р < 0,05).

Таким образом, анодная tDCS увеличивает 
церебральную микроциркуляцию и оксигена-
цию тканей вследствие дилатации артериол 
как у травмированных, так и у ложноопериро-
ванных мышей. Вазодилатация церебральных 
артериол после анодной tDCS может быть 
вызвана увеличенным синтезом оксида азота 
вследствие активации синтазы оксида азота 
(NOS), как показано в наших предыдущих ра-
ботах на здоровом мозге крыс при воздействии 
импульсной стимуляции электромагнитным по-
лем [15]. В дальнейших исследованиях следует 
определить, что является клеточной мишенью 
воздействия анодной tDCS и какая именно изо-
форма NOS (эндотелиальная или нейрональная) 
в первую очередь вызывает вазодилатацию 
вследствие стимуляции.

Влияние курса анодной tDCS 
на неврологический статус мышей
Ухудшение церебрального кровотока и фо-

кальная гипоксия тканей являются основными 
компонентами патофизиологии ЧМТ [16], по-
этому увеличение мозгового кровотока может 
способствовать улучшению реабилитации в 
посттравматический период после ЧМТ.

В группе травмированных животных на-
блюдалось нарушение моторной функции и 
координации по сравнению с ложноопериро-
ванными животными, так как латентный период 
падения с вращающегося ротора (Ротарод) был 
существенно ниже (рис. 2, a). Мультисессион-
ный курс анодной tDCS значительно улучшал 
моторную функцию в стимулированной группе 
травмированных мышей, в которой стимуляция 
начиналась через 3 недели после ЧМТ; латентный 
период падения в стимулированной группе был 
более продолжительным, чем в группе с ложной 
стимуляцией (см. рис. 2, a, р < 0,05). 

Рис. 1. Анодная tDCS улучшает церебральную микроциркуляцию и оксигенацию 
тканей головного мозга мыши: a – увеличение регионального церебрального кро-
вотока; б – дилатация артериол; в – увеличение скорости эритроцитов в капилля-
рах; г – увеличение оксигенации тканей (снижение аутофлуоресценции НАД-Н). 

N = 10 для каждой группы, среднее арифметическое ± SEM, *p < 0,05

a б

в г
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Методика УРПИ выявила нарушение памя-
ти и способности к обучению у травмирован-
ных мышей по сравнению с ложнооперирован-
ными (см. рис. 2, б). В стимулированной группе 
животных с ЧМТ, в которой стимуляция была 
начата через 3 недели после травмы, способно-
сти к обучению и память были лучше; латент-
ное время перехода было значительно выше по 
сравнению с ложностимулированной группой 
(см. рис. 2, б, р < 0,01). Следует отметить, 
что в группах ложнооперированных мышей в 
стимулированной группе также наблюдалось 
значительное улучшение когнитивных пока-
зателей в сравнении с ложностимулированной 
группой, р < 0,05. 

Тестирование в Y-образном лабиринте по-
казало, что ЧМТ нарушает пространственную 
рабочую память, так как мыши проводили 
одинаковое количество времени во всех трех 
рукавах (см. рис. 2, в). Мыши с ЧМТ, в которых 
стимуляция начиналась через 3 недели после 
травмы, чаще заходили в новый открытый рукав 
по сравнению с ложностимулированными мы-
шами, что указывает на сохранение простран-
ственной рабочей памяти в большей степени 
(см. рис. 2, в, р < 0,05). В ложнооперированной 
группе анодная стимуляция также значительно 
улучшала пространственную рабочую память 
по сравнению с ложностимулированными 
мышами (см. рис. 2, в, р < 0,05). Несмотря на 
то что мыши в группе с ЧМТ, в которой курс 
анодной tDCS был начат через одну неделю по-
сле травмы, показали более лучшие результаты, 
чем ложностимулированные, разница не была 
статистически значимой.

Влияние анодной tDCS 
на гематоэнцефалический барьер
Причина различия в динамике изменений 

неврологических показателей у мышей с ЧМТ в 
ранний и поздний посттравматические периоды 
осталась не выяснена, однако мы предположили, 
что в более ранний посттравматический период 
активно протекают патофизиологические про-
цессы, включая перестройку церебральной со-
судистой системы. Как известно, в стрессовых и 
постстрессовых состояниях гематоэнцефаличе-
ский барьер (ГЭБ), обеспечивающий разграниче-
ние кровяного русла и тканей мозга, становится 
более проницаемым и состояние его проницае-
мости может служить маркером стресса. 

В ходе эксперимента было показано, что до 
стимуляции ГЭБ во всех группах был интактным: 
через 15 мин после инъекции флуоресценция со-
ставила 9,8 ± 1,2, 13,5 ± 2,3 и 11,5 ± 2,5% в ложно-
оперированных, 1-недельной ЧМТ и 3-недельной 
ЧМТ группах соответственно. Однако после 
анодной tDCS в группе, в которой стимуляция 
была начата через одну неделю после травмы, 
флуоресценция увеличилась до 55,2 ± 18,1%, 
p < 0,01, что отражает усиление проницаемости 
ГЭБ. При этом в ложнооперированной группе 
и группе с началом стимуляции через 3 недели 
после ЧМТ ГЭБ оставался интактным: 9,9 ± 1,3 
и 12,5 ± 2,4% соответственно. 

Таким образом, поздний посттравматиче-
ский период является более оптимальным для 
эффективного применения анодной tDCS, так 
как в группе мышей, в которой стимуляция на-
чалась через 3 недели после травмы, восстанов-
ление моторных и когнитивных функций про-

Рис. 2. Мультисессионный курс анодной tDCS уменьшал неврологические нарушения, вызванные 
ЧМТ: a – тест Ротарод показал улучшение моторной функции и координации; б – методика УРПИ 
показала улучшение памяти и способности к обучению; в – тестирование в Y-образном лабиринте 
показало улучшение пространственной рабочей памяти. N = 10 для каждой группы, среднее арифме-

тическое ± SEM, *р < 0,05

a б в
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ходило намного лучше, чем в группе, в которой 
стимуляция начиналась через 1 неделю после 
ЧМТ. Острые патофизиологические каскады, в 
том числе дисфункция гематоэнцефалического 
барьера и ауторегуляции церебрального крово-
тока, а также процессы регенерации, включая 
ангиогенез, которые все еще активны через 
одну неделю после ЧМТ [17], могут быть 
возможными причинами неэффективности 
анодной tDCS. Тогда как ГЭБ в ложноопери-
рованном мозге и мозге в позднем посттрав-
матическом периоде, где основные активные 
патологические изменения завершены, нечув-
ствителен к воздействию tDCS. Вероятно, что 
в раннем посттравматическом периоде анодная 
стимуляция является дополнительным стрес-
сом, вызывающим увеличение проницаемости 
ГЭБ, ведущую к усилению протекающих пато-
физиологических процессов и снижению пози-
тивного эффекта стимуляции. Это подчеркивает 
важность определения терапевтического окна 
для эффективного и безопасного применения 
анодной tDCS.

Заключение

Анодная tDCS увеличивает микроцирку-
ляцию и оксигенацию тканей головного мозга 
вследствие дилатации артериол в нормальном и 
травмированном мозге мыши, что, в свою оче-
редь, способствует улучшению неврологических 
показателей. Полученные результаты подчеркива-
ют важность определения терапевтического окна 
для эффективного и безопасного применения 
анодной tDCS.
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Traumatic brain injury (TBI) is a major health problem that causes long 
term neurological deficit in the majority of patients and does not have 
any clinically proved effective treatment. Transcranial direct current 
stimulation (tDCS) is an emerging electroceutical therapy suggested 
for TBI rehabilitation. However, optimal parameters of stimulation and 
mechanisms of action are not determined due to lack of preclinical stud-
ies, impeding its clinical implementation. Using the mouse model of TBI, 
we investigated the effects of anodal tDCS on cerebral blood flow and 
tissue oxygenation and evaluated the time-dependent efficacy of tDCS 
in improvement of neurologic outcome. TBI caused damage to cerebral 
cortex and hippocampus, associated with a progressive decrease in 
cerebral blood flow and tissue oxygenation in the pericontusional area 
followed by neurological impairment. In vivo laser speckle imaging 
showed that anodal tDCS causes an increase in regional blood flow in 
the cerebral cortex. At the microvascular level, using in vivo two-photon 
laser scanning microscopy, we have shown that anodal tDCS causes 
dilatation of arterioles, leading to an increase in capillary blood flow and 
tissue oxygenation. The four-week course of anodal tDCS significantly 
improved motor and cognitive neurological functions. The group in 
which stimulation started 3 weeks after TBI showed a better recovery 
from injury than the group in which stimulation started 1 week after 
TBI, indicating that the late post-traumatic period is more optimal for 
the use of anodal tDCS.
Key words: transcranial direct current stimulation, vasodilation, 
cerebral blood flow, traumatic brain injury.
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Инвентаризация нуждающихся в охране растительных сообществ – одно из направлений 
современных фитоценотических и экологических исследований. Важную роль в этом во-
просе играет информационно-техническая поддержка. В статье приводятся сведения о 
структуре электронной базы данных «Растительные сообщества Саратовской области, 
нуждающиеся в охране». База данных состоит из пяти тематических блоков и охватыва-
ет информацию о синтаксономическом разнообразии сообществ, их фитоценотической 
характеристике, занимаемых местобитаниях, категориях и статусах редкости, мотивах 
и мерах охраны, современной обеспеченности охраной. База связана с рядом таблиц 
созданных ранее электронных баз «Растительный покров ООПТ Саратовской области» и 
«Охраняемые виды растений Саратовской области». Разработана методика описания нуж-
дающихся в охране фитоценозов с учетом опыта подобной работы в других регионах. В 
настоящий момент база содержит полную информацию о 60 сообществах, которые могут 
быть отнесены к категории нуждающихся в охране на территории Саратовской области.
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охрана природы.
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На территории Саратовской области с 2011 г. ведутся постоян-
ные полевые исследования по выявлению растительных сообществ, 
нуждающихся в охране. Особое внимание уделяется фитоценозам 
с доминированием охраняемых видов растений и видов, новых для 
флоры Саратовской области. В 2014 г. разработан паспорт редкого 
растительного сообщества [1] с учетом имеющихся в литературе 
рекомендаций на этот счет [2–5]. К настоящему времени накоплен 
значительный фактический материал по характеристике раститель-
ных сообществ Саратовской области, нуждающихся в охране. Боль-
шой объем имеющихся данных и их разнонаправленный характер 
вызвали необходимость создания электронной базы для удобного 
хранения, обработки, сравнения и визуализации информации. 
Со зданная база данных «Растительные сообщества Саратовской 

 © Давиденко О. Н., Невский С. А., Давиденко Т. Н., 2018
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области, нуждающиеся в охране» спроектиро-
вана в среде Microsoft Access и состоит из пяти 
блоков (рис. 1). Каждое сообщество имеет свой 
шифр, заключающий в себе тип раститель-
ности, к которому оно относится (степной, 
лесной, галофитной, кальцефитной, водной, 
луговой, болотной), категорию зональной, ин-
тразональной, экстразональной или азональной 
растительности и порядковый номер в группе. 
Фитоценотическая характеристика предполагает 

стандартное описание сообщества с указанием 
основных фитоценотических параметров (число 
видов, общее проективное покрытия, ярусность, 
наличие охраняемых видов разных статусов). 
Названия видов растений приведены по сводке 
С. К. Черепанова [6]. Этот блок связан с вспо-
могательными таблицами по характеристике ох-
раняемых видов растений (внесенных во второе 
издание Красной книги Саратовской области [7], 
внесенных в Красную книгу России [8]). 

Рис. 1. Схема базы данных «Растительные сообщества Саратовской области, нуждающиеся в охране»

При необходимости по номеру описания 
можно просмотреть полный видовой состав 
сообщества, представленный в обобщенной 
вспомогательной таблице. Там же приведены 
сведения о конкретной точке описания, дате, 
степени антропогенной нагрузки. Эта же та-
блица служит основой для определения класси-
фикационного положения каждого сообщества. 
Обзор синтаксономического положения редкого 

сообщества сразу по двум классификациям 
(эколого-фитоценотической и эколого-флори-
стической) дает более полное представление 
о его месте в системе растительности. Однако 
заполнение этого пункта влечет за собой не-
которые методические сложности, поскольку 
традиционно на территории Саратовской об-
ласти преобладающая часть геоботанических 
исследований выполнена и выполняется до сих 
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Балльная оценка экспертных показателей 
(редкость, специальные характеристики со-
общества, значение в природе и хозяйственной 
деятельности человека вместе с информацией 
о распространении сообществ) служит основой 
для следующего блока, объединяющего информа-
цию о категориях редкости и природоохранном 
статусе сообществ. Нами приняты следующие 
категории редкости сообществ:

1 (E) – (exceptional) уникальные для области 
фитоценозы, известные из 1–2 точек, для сохра-
нения которых целесообразна организация особо 
охраняемых природных территорий;

2 (R) – (rare plants communities) истинно 
редкие фитоценозы, известные для области из 
3–5 точек;

3 (H) – (habitat of rare plants species) сообще-
ства с участием охраняемых видов растений, 
которые проявляют верность именно этому 
фитоценозу, и сообщества с доминированием 
охраняемых видов растений;

4 (S) – (standart) фитоценозы, представ-
ляющие интерес в контексте эталонности для 
региона, с минимальными антропогенными на-
рушениями и сложной структурой.

Опираясь на опыт коллег по работе над Зеле-
ной книгой Брянской области [11], для сообществ 
Саратовской области нами принята балльная 
шкала установления природоохранного статуса. 
В шкале экспертные показатели объединены в 
три раздела:

– редкость (R); максимальное количество 
баллов – 12+х (где х – число отмеченных в со-
обществе охраняемых видов растений); здесь 
рассматриваются такие показатели, как распро-
странение потенциально пригодных местообита-
ний, редкость ценозообразователя, присутствие 
охраняемых на региональном и федеральном 
уровнях видов и т.д.;

– специальные характеристики сообществ 
(G); максимальное количество баллов – 7; вклю-
чают следующие параметры: экологическая 

пор в рамках эколого-фитоценотического под-
хода. Для большинства нуждающихся в охране 
сообществ нами проведен синтаксономический 
анализ методом Браун-Бланке [9], выделение и 
наименование новых ассоциаций – в соответ-
ствии с «Международным кодексом фитосоци-
ологической номенклатуры» [10].

Отдельный блок в базе предусмотрен для 
хранения векторных карт распространения на 

территории области каждого нуждающегося 
в охране сообщества. Для примера на рис. 2 
приведена карта такого распространения для 
шаровницевого фитоценоза. Кроме того, для 
каждого сообщества приводятся характерные 
местообитания, типология которых предус-
матривает в обязательном порядке характери-
стику положения в рельефе и основные подти-
пы почв.

Рис. 2. Распространение шаровницевого фитоценоза в Саратовской области: ● – места конкретных описаний 
на территории области
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амплитуда сообщества, устойчивость к антро-
погенному воздействию, использование;

– значение сообществ в природе и хозяй-
ственной деятельности человека (V); макси-
мальное количество баллов – 8; учитывается 
средозащитное, рекреационно-культурное и на-
учное значение сообществ.

Для каждого сообщества оценивается обес-
печенность территориальной охраной: включено 
в режим ООПТ федерального значения; ведется 
региональная территориальная охрана в со-
ставе памятников природы; территориальная 
охрана отсутствует. Этот информационный раз-
дел связан с основными таблицами созданной 
ранее электронной базы «Растительный по-
кров ООПТ Саратовской области» [12]. Здесь 
же хранится информация о тех территориях, 
которые не входят в современную сеть ООПТ 
региона, но представляют несомненный интерес 
с точки зрения сохранения фиторазнообразия, 
поскольку там присутствуют сразу несколько 
редких растительных сообществ из разных типов 
растительности. По таким территориям в базе 
предусмотрены поля по синтаксономическому 
составу растительности, перечню охраняемых 
видов растений. Кроме того, есть возможность 
добавлять карты и фото этих территорий, пер-
спективных для организации новых памятников 
природы Саратовской области.

Последний блок созданной электронной 
базы данных посвящен мотивам охраны и ре-
комендуемым мерам охраны (сохранение на 
территории памятников природы, контроль 
состояния сообществ, ограничение отдельных 
видов хозяйственной деятельности, изучение 
динамики состояния охраняемых видов и т.д.).

В настоящий момент база содержит полную 
информацию о 60 сообществах, которые могут 
быть отнесены к категории нуждающихся в 
охране на территории Саратовской области. 
Работа по инвентаризации редких сообществ 
продолжается.
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Inventory needing protection plant communities is one of the di-
rections of modern phytocenosical and ecologocal research. The 
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information-technology support play the important role. This article 
provides information about the structure of electronic database 
“Needing protection plant communities of the Saratov region”. The 
database consists of five thematic blocks and covers information 
about syntaksonomical diversity of communities, their phytocoenotic 
characterization, occupied habitat, categories and statuses rarity, 
reasons and measures of protection, modern security guards. Data-
base is associated with a number of tables created earlier electronic 
databases “Vegetation of SPNT Saratov region” and “Protected plant 
species of the Saratov region”. A method description communities 

needing protection, taking into account the experience of similar 
work in other regions. At the moment the database contains full 
information about 60 communities that can be classified as in need-
ing of protection on the territory of the Saratov region. 
Key words: rare plant communities, database, Saratov region, 
nature conservancy.
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