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ХИМИЯ

УДК 543:615.33

Экспрессное определение 
цефазолина в малых объемах проб 
с применением планарных 
потенциометрических сенсоров

Е. Г. Кулапина, В. В. Чанина

Кулапина Елена Григорьевна, доктор химических наук, профессор кафедры аналитической 
химии и химической экологии Института химии, Саратовский национальный исследова-
тельский государственный университет имени Н. Г. Чернышевского, kulapinaeg@mail.ru

Чанина Виктория Викторовна, студент Института химии, Саратовский националь-
ный исследовательский государственный университет имени Н. Г. Чернышевского, 
vika.chanina@bk.ru

Созданы планарные немодифицированные и модифицированные полианилином и наноча-
стицами планарные потенциометрические сенсоры на основе ассоциатов тетрадецилам-
мония с комплексом серебро (I) – цефазолин. Установлены оптимальные соотношения 
компонентов в углеродсодержащих чернилах: 30–32% порошка углерода, 16–18% поли-
винилхлорида, 48–50% дибутилфталата, 1–3% электродноактивного соединения (ЭАС).  
Исследованы планарные сенсоры двух типов: электродноактивные компоненты, или ЭАС, 
и модификаторы вносились в углеродсодержащие чернила. В качестве модификаторов ис-
пользовали полианилин (0,3–1,0%), наночастицы NiZnFeО и их бинарные смеси.  Оценены 
электроаналитические и операционные характеристики немодифицированных и модифи-
цированных планарных сенсоров в растворах цефазолина. Наиболее эффективным моди-
фикатором оказались наночастицы NiZnFeО. Показано, что введение наночастиц NiZnFeО в 
углеродсодержащие чернила приводит к увеличению угловых коэффициентов электродных 
функций (с 48±4 до 57±3), уменьшению времени отклика ( с 20–25 до 5–10 с), снижению 
дрейфа потенциала (с 6–9 до 3–4 мВ/сут). При этом интервалы линейности электродных 
функций и пределы обнаружения цефазолина идентичны для немодифицированных и мо-
дифицированных (ПАНИ, наночастицами) сенсоров.  Показано применение планарных сен-
соров для определения цефазолина в модельных водных растворах и ротовой жидкости.
Ключевые слова: цефазолин, планарные потенциометрические сенсоры, полианилин, 
наночастицы, водные среды. 
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Введение

Цефазолин-цефалоспориновый антибиотик I поколения прояв-
ляет активность против грамположительных микроорганизмов [1].

 В последнее время создают сенсоры для определения веществ 
в различных объектах. С помощью технологии трафаретной печати 
можно изготовить планарные сенсоры, которые обладают такими 
достоинствами, как низкая стоимость, простота изготовления, воз-
можность миниатюризации, использование в режиме online, возмож-
ность анализа микрообъемов проб, что важно при изучении биоло-
гических объектов. На электрохимические характеристики сенсоров 
влияют способы изготовления и составы мембран. В зависимости 
от материала для изготовления подложек и модификаторов поверх-
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ности можно конструировать планарные сенсоры 
для определения неорганических и органических 
соединений в различных объектах [2–4].

 Для создания планарных сенсоров использу-
ют углеродсодержащие чернила, которые состоят 
из частиц углерода, полимерного компонента и 
различных добавок. Чернила обеспечивают одно-
родность, возможность равномерного нанесения 
и закрепления электрода на подложке [5, 6].

Для уменьшения дрейфа потенциала, сни -
жения предела обнаружения поверхность 
сен соров модифицируют токопроводящими 
полимерами – полианилином или поли(3-октил-
тиофеном) [7, 8]. Наибольшей проводимостью 
обладают протонированные формы и соли по-
лианилина [9]. Полианилин используют для 
стабилизации электродного потенциала твер-
доконтактных потенциометрических сенсоров, 
чувствительных к цефазолину [10].

В настоящей работе предложены планарные 
потенциометрические сенсоры для экспрессно-
го определения цефазолина в малых объемах 
проб.

Материалы и методы

• Цефазолин – цефалоспориновый антибио-
тик I поколения. Коммерческое название препара-
та «Цефазолин»; производство ОАО «Биосинтез» 
(г. Пенза). 

• Полианилин («Эмеральдин. Турция»); на-
ночастицы NiZnFeO; бинарные смеси.

Е. Г. Кулапина, В. В. Чанина. Экспрессное определение цефазолина в малых объемах проб 

Раствор цефазолина 1·10-2 М готовили путем 
растворения навески препарата в дистиллирован-
ной воде. Рабочие растворы с концентрациями 
5·10-3; 1·10-3; 5·10-4; 1·10-4 М готовили после-
довательным разбавлением исходных растворов.

Раствор хлорида натрия 1·10-1 М готовили 
растворением 0,5850 г навески хлорида натрия 
в 100 мл дистиллированной воды. Раствор с 
концентрацией 1·10-3 М получали разбавлением 
исходного раствора.

Тетрадециламмоний бромид [(С10Н21)N]Br 
(ТДА) С =1·10-2 М готовили растворением на-
вески массой 0,0329 г в 5 мл хлороформа.

В качестве электродноактивного соедине-
ния (ЭАС) использованы ионные ассоциаты 
тетрадециламмония с комплексными соедине-
ниями серебро(I) – цефазолин [Ag(Cef)2]ТДА+; 
СЭАС = 2%. 

Изготовление мембран и синтез ЭАС рас-
смотрены в работе [10].

Электроды представляют собой подложку с 
графитовыми чернилами, содержащими электро-
дноактивное вещество, и токоотвод (рис. 1).

Перед началом работы рабочую поверхность 
подложки смазывали изолятором, в качестве ко-
торого выступал клей, изготовленный из ПВХ, 
дибутилфталата и циклогексанона. После вы-
сыхания на подложку кисточкой наносили слой 
токопроводящих чернил, закрепляли металли-
ческий токоотвод, который изолировали тремя 

Рис. 1. Конструкция планарного сенсора: 1 ‒ полимерная 
подложка; 2 ‒ рабочая область; 3 ‒ изоляционный слой; 

4 ‒ графитовые чернила; 5 ‒ токоотвод

слоями чернил. Вся поверхность полимерной 
подложки, кроме рабочей поверхности диаме-
тром 5 мм, изолировалась полимерным составом 
на основе ПВХ.

Для приготовления изолятора в стеклянный 
бюкс с 5 мл растворителя помещали 0,7665 г 
пластификатора и постепенно порциями до-
бавляли 0,2555 г ПВХ. Смесь перемешивали на 
магнитной мешалке при небольшом нагревании 
до полного растворения компонентов и состояния 
полной гомогенизации. В качестве растворителя 
использовалась смесь циклогексанона и ацетона 
в соотношении 1:1. 
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Приготовление и нанесение углеродсодер-
жащих чернил. Углеродсодержащие чернила 
готовили, помещая в стеклянный бюкс 0,3627 г 
пластификатора – дибутилфталата, 0,6166 г по-
рошка углерода, 0,0399 г электродноактивного 
соединения. Бюкс помещали на магнитную ме-
шалку и при небольшом нагревании добавляли 
2 мл растворителя (смесь ацетона и циклогекса-
нона в соотношении 1:1) и постепенно навеску 
ПВХ 1,0156 г. Смесь перемешивали до состояния 
однородной гомогенизации. Оптимальное со-
отношение компонентов углеродсодержащих 
чернил: 30–32% порошка углерода, 16–18% ПВХ, 
48–50% пластификатора, 2–5% ЭАС [11].

Для снижения сопротивления углеродсодер-
жащие чернила модифицировали полианетин  
(ПАНИ) (0,3–1,0%), наночастицами NiZnFeO и 
их бинарными смесями.

Сенсоры перед началом работы кондици-
онировали в течение суток в 1·10-3М растворе 
цефазолина.

Электрохимические характеристики изуча-
ли методом ЭДС с использованием элементов с 
переносом:

Ag,AgCl/KClнас//исслед.раствор/мембрана/
графит

Ag,AgCl/KClнас//исслед.раствор/мембрана/
модификатор/графит

Контакт между полуэлементами осуществля-
ют с помощью солевого мостика, заполненного 
насыщенным раствором хлорида калия; элек-
трод сравнения – хлоридсеребряный ЭВЛ-1МЗ. 
ЭДС цепи измеряли на иономере И-160 М при 
температуре 20±3°С (погрешность измерения 
ЭДС ±1мВ).

Время установления стационарного потен-
циала сенсоров определяли при скачкообразном 
изменении концентраций на порядок. Измере-
ния проводили в растворах с концентрацией 
1·10-5 ‒ 1·10-2 М.

Для удаления белковых компонентов из 
смешанной слюны доноров использовали цен-
трифугу ПЭ-6906.

Результаты и их обсуждение

В настоящей работе исследовали немоди-
фицированные и модифицированные планарные 
потенциометрические сенсоры I а, б типов:

I, а – электродноактивные компоненты вно-
сились в углеродсодержащие чернила;

I, б – электродноактивные компоненты и 
модификаторы вносились в углеродсодержащие 
чернила.

Исследования проведены в водных и био-
логических средах.

Немодифицированные планарные сен-
соры. Для построения электродных функций 
использовали 1∙10-2 – 1∙10-5 М стандартные 
растворы цефазолина, которые готовили из 
1∙10-2 М раствора последовательным разбавле-
нием в мерных колбах вместимостью 25 мл. 

На рис. 2 представлены электродные функ-
ции немодифицированных планарных сенсоров 
в растворах цефазолина. Видно, что исследуе-
мые сенсоры на основе Ag(Cef)2-ТДА обладают 
чувствительностью к цефазолину в широком 
концентрационном интервале.

Потенциалопределяющей является реакция 
ионного обмена на границе мембрана/раствор 
(с предварительно происходящей диссоциацией 
ионообменника в фазе мембраны) [10]. По за-
висимости E = f(Ccef) определен предел обнару-
жения цефазолина. Дрейф потенциала составил 
6–9 мВ/сут (водные среды). 

Показано, что cенсоры обладают стабиль-
ными электрохимическими и операционными 
характеристиками в течение 1 месяца. 

В табл. 1 представлены электрохимические 
характеристики планарных немодифицированных 
сенсоров в водных растворах цефазолина.

Таблица 1
Электрохимические характеристики 

немодифицированных планарных сенсоров 
в водных растворах цефазолина (n = 3, p = 0,95)

E = f(С), М (S±∆S) mB/pC τ,с Cmin, М ∆Е, мВ/сут
1∙10-2–5∙10-5 48±4 20–35 3∙10-5 6–9

Сенсоры проявляют чувствительность к 
цефтриаксону (α = 17 ± 2) и цефотаксиму (α =
= 51 ± 4); электродные функции выполняются в 
1 ∙10-2 ‒ 1∙10-4 М растворах антибиотиков. 

Рис. 2. Электродные функции немодифицированных пла-
нарных сенсоров в растворах цефазолина

Е, мВ

pC
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 Модифицированные планарные сенсо-
ры, чувствительные к цефазолину. На рис. 3 
представлены электродные функции модифици-

рованных полианилином (1) , наночастицами (2), 
полианилином и наночастицами (3) планарных 
сенсоров в водных растворах цефазолина.

Рис. 3. Электродные функции модифицированных планарных сенсоров в водных 
растворах цефазолина: 1 – полианилином, 2 – наночастицами, 3 – полианилином 

и наночастицами 

Из рис. 3 видно, что исследуемые сенсоры на 
основе Ag(Cef)2-ТДА обладают чувствительно-
стью к цефазолину в широком концентрационном 
интервале. Угловые коэффициенты электродных 
функций соответствуют теоретическим для одно-
зарядных ионов (табл. 2).

Показано, что введение модификаторов в мем-
браны сенсоров приводит к стабилизации их по-
тенциалов, к увеличению интервала линейности 
и угловых коэффициентов электродных функций, 
снижению предела обнаружения антибиотиков, 
уменьшению времени отклика и дрейфа потенциала.

Применение немодифицированных и мо-
дифицированных сенсоров для определения 
цефазолина в водных средах. Планарные сен-
соры были использованы для определения цефа-
золина в модельных водных растворах. 

Используя градуировочные графики (см. 
рис. 2, 3), были проведены расчеты по нахожде-
нию неизвестных концентраций цефазолина в мо-
дельных водных растворах (табл. 3). Относитель-
ные стандартные отклонения не превышают 0,08.

Таблица 2
Электрохимические характеристики планарных модифицированных сенсоров в водных растворах 

цефазолина (n = 3, p = 0,95)

Модификатор E = f (С), М S ± ∆S, mB/pC τ, с Cmin, М ∆Е, мВ/сут Срок службы, мес.
Полианилин 1∙10-2 – 5∙10-5 54±3 10–15 2∙10-5 5–6 1,5
Наночастицы 1∙10-2 – 5∙10-5 57±3 5–10 2∙10-5 3–4 1,5
Наночастицы и полианилин 1∙10-2 – 5∙10-5 55±3 10–15 2∙10-5 4–6 1,5

Таблица 3
Результаты потенциометрического определения цефазолина в модельных водных растворах 

(V = 10,0 мл) , n = 3, p = 0,95

Введено Найдено
С, моль/л m, мг С*, моль/л m, мг Sr С**, моль/л m, мг Sr С***, моль/л m, мг Sr

5∙10-3 23,8 4,8∙10-3 22,7±1,1 0,02 4,9∙10-3 23,1±1,0 0,02 5,1∙10-3 24,3±0,9 0,02
3∙10-3 14,2 3,2∙10-3 15,3±1,0 0,03 3,2∙10-3 15,0±0,9 0,03 3,1∙10-3 14,9±0,8 0,02
2∙10-3 9,52 1,8∙10-3 8,57±0,7 0,03 1,9∙10-3 8,85±0,6 0,03 1,9∙10-3 9,04±0,6 0,03
5∙10-4 2,38 5,2∙10-4 2,47±0,5 0,08 5,2∙10-4 2,47±0,3 0,05 5,1∙10-4 2,44±0,4 0,07
3∙10-4 1,42 3,2∙10-4 1,51±0,2 0,05 3,2∙10-4 1,50±0,1 0,03 2,9∙10-4 1,38±0,1 0,03
2∙10-4 0,95 2,2∙10-4 1,05±0,1 0,04 2,1∙10-4 1,00±0,1 0,04 2,1∙10-4 1,00±0,1 0,04
Примечание. C*– немодифицированные; C**– модифицированные полианилином; C*** – модифицированные 

наночастицами.

Е. Г. Кулапина, В. В. Чанина. Экспрессное определение цефазолина в малых объемах проб 

Е, мВ

pC

1

2
3
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Определение цефазолина в биологических 
средах. Планарные немодифицированные и 
модифицированные сенсоры на основе Ag(Cef)2-
ТДА были использованы для определения це-
фазолина на фоне жидкости ротовой полости 
(ЖРП). Растворы цефазолина на фоне ЖРП 
(1 ∙10-2 ‒ 1∙10-4 М) готовились в объеме 3 мл. 

Пробу собственной ЖРП собирали через 2 ч 
после еды. В чистые полиэтиленовые пробирки 
собирали ротовую жидкость, центрифугировали 
ее в течение 15 мин при 3500 об/мин для отде-
ления белков и остатков пищи. Для исключения 

белкового отравления сенсоры предварительно 
кондиционировали в чистой ЖРП (без антибио-
тика) в течение 20–30 мин. В подготовленные 
пробы ротовой жидкости вносились растворы 
цефазолина различных концентраций.

На рис. 4, 5 представлены электродные функ-
ции немодифицированных и модифицированных 
планарных сенсоров на фоне ЖРП; в табл. 4 – их 
электрохимические характеристики. Видно, что 
исследуемые сенсоры на основе Ag(Cef)2-ТДА 
обладают чувствительностью к цефазолину в 
широком концентрационном интервале.

Рис 5. Электродные функции модифицированных цефазолин-селективных 
планарных сенсоров в растворах на фоне ЖРП: 1 – модификаторы – полиа-

нилин; 2 – наночастицы NiZnFeO; 3 – бинарные смеси

Рис. 4. Электродные функции немодифицированных планарных сенсоров 
на фоне ЖРП

Таблица 4 
Электрохимические характеристики модифицированных цефазолин-селективных планарных сенсоров 

на фоне ЖРП (n = 3, p = 0,95)

Модификатор E = f (С), М S, mB/pC τ, с Сmin, М ∆Е, мВ/сут Срок службы, мес.
Немодифицированные 1∙10-2 – 1∙10-4 30±6 30–40 6∙10-5 8–10 1
Полианилин 1∙10-2 – 1∙10-4 37±5 20–30 3∙10-5 7–8 1,5
Наночастицы 1∙10-2 – 1∙10-4 42±4 15–20 6∙10-5 6–7 1,5
Наночастицы и полианилин 1∙10-2 – 1∙10-4 38±4 20–35 6∙10-5 5–7 1,5

Е, мВ

pC

Е, мВ

pC

1
2
3
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На фоне ЖРП происходит уменьшение 
угловых коэффициентов электродных функций. 
Наблюдается отклонение значений электродных 
потенциалов в сторону отрицательных значений, 
что может быть связано с сильным фоновым 
влиянием неорганических и органических ионов, 
входящих в состав ЖРП.

Выводы

Разработаны немодифицированные и модифи-
цированные полианилином, наночастицами и их 
бинарными смесями планарные сенсоры различ-
ных типов на основе углеродсодержащих чернил 
и ионных ассоциатов тетрадециламмония с ком-
плексным соединением серебро (I) –цефазолин.

Оценены электроаналитические и операци-
онные характеристики исследуемых сенсоров в 
водных и биологических средах. 

Разработанные сенсоры применимы для 
экспрессного детектирования антибиотиков в 
модельных водных растворах (V = 10 мл), время 
определения – 30–40 мин; в ротовой жидкости 
объем проб ЖРП ‒ 3,0 мл.
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The unmodified and modified by polyaniline and nanoparticles planar 
potentiometric sensors on the basis of tetradecylammonium associ-

ates with a complex silver (I) – cefazolin are created. Optimum ratios 
of components in carbon-containing ink are established: 30–32% 
carbon powder, 16–18% polyvinylchloride, 48–50%  dibutylphthalate
and 1–3% of electrode active compound (EAC). Planar sensors of two 
types are examined: electrode active compounds, electrode active 
compound and modifiers were added into in carbon-сontaining ink. 
Polyaniline (0.3–1.0%), nanoparticles of NiZnFeO and their binary 
mixtures were used as modifiers. Electroanalytical and operational 
characteristics of the unmodified and modified planar sensors in ce-
fazolin solutions are estimated. NiZnFeO nanoparticles were the most 
effective modifier. It is shown that with the  introduction of nanoparticles 
of NiZnFeO to carbon-containing ink leads to increase in the slopes of 
electrode functions (from 48±4 to 57±3), to a reduction of response 
time (from 20–25 till 5–10 sec), and to reduce potential drift  (from 
6–9 to 3–4 mV/day). At the same time intervals of linearity of electrode 
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functions and limits of detection of cefazolin are identical for unmodified 
and modified (PANI, nanoparticles) sensors. Use of planar sensors for 
definition of cefazolin in model water solutions and oral fluid is shown.
Keywords: cefazolin, planar potentiometric sensors, polyaniline, 
nanoparticles, water environment.
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В статье представлены сведения о возможности применения 
арсенита натрия гидролизного в качестве нового вида мышьяк-
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для синтеза широкого спектра соединений мышьяка: мышья-
ковой кислоты, элементного мышьяка, трихлорида мышьяка. 
Рассмотрен процесс проведения сублимационно-десублимаци-
онной и вакуум-термической очистки оксида мышьяка (III) от при-
месей. Разработанные методы очистки оксида мышьяка (III) от-
крывают возможность использования его для синтеза различных 
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Введение 

В ходе проводимого в России процесса де-
токсикации люизита с последующим выпарива-
нием образующихся жидких реакционных масс 
было получено 12500 тонн сухих солей, полу-
чивших тривиальное название «арсенит натрия 
гидролизный» (АНГ). Этот продукт, представ-
ляющий собой сложную многокомпонентную 
систему, является перспективным сырьем для 
производства широкого ряда мышьяксодержа-
щих соединений. Основными компонентами 
АНГ являются: арсениты и арсенаты натрия 
(≈30–40%), хлорид натрия (≈40–50%), нераство-
римые в воде вещества (≈0,5–7%). 

Хотя задача применения АНГ в качестве но-
вого вида мышьяксодержащего сырья для полу-

чения товарной продукции является очевидной, 
до настоящего времени все основные разработки 
(за исключением работы ФБУ «ГосНИИОХТ» 
г. Москва [1]) были направлены в основном на 
его утилизацию с последующим захоронением.

На рис. 1 представлены основные области 
применения продукции, получаемой из АНГ. 

Сложность состава АНГ требовала разра-
ботки физико-химических основ процессов раз-
деления базовых компонентов, простых методов 
их выделения из состава АНГ и последующей 
трансформации в оксид мышьяка (III) и элемент-
ный мышьяк. На базе этих физико-химических 
основ и были разработаны технические решения, 
позволившие создать различные схемы процес-
сов с получением как оксида, так и элементного 
мышьяка, вовлекая в процесс переработки как 
АНГ, так и жидкие реакционные массы [2]. Раз-
работанные процессы обеспечивают высокую 
экологическую безопасность их проведения в 
рамках замкнутого технологического цикла по 
соединениям мышьяка.

В основе всех разработанных процессов 
лежат следующие ключевые стадии:

‒ отделение из состава АНГ нерастворимых 
в воде веществ;

‒ отделение хлорида натрия с его последу-
ющей очисткой;

‒ упаривание раствора до заданной концен-
трации арсенита натрия;

‒ вывод из состава системы соединений 
мышьяка (V);

‒ выделение из системы конечного про-
дукта (оксида мышьяка (III) или элементного 
мышьяка).

Одной из важных задач, которая была реше-
на при разработке техпроцесса, является вывод 
из оборота соединений мышьяка (V), загрязняю-
щих в процессе переработки конечные продукты. 
Представленная задача решалась путем восста-
новления As (V) до As (III), введением в систему 
иодид-ионов. Для регенерации расходующихся 
в окислительно-восстановительном процессе 
иодид-ионов использовался второй восстанови-
тель – аскорбиновая кислота или гидразин. Было 
установлено, что вывод соединений мышьяка из 
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Рис. 1. Области применения продукции, получаемой из АНГ

состава системы возможен путем перевода их в 
труднорастворимое соединение с использовани-
ем в качестве осадителя селективного к арсенат-
ионам иона Li+. Отделенный осадок арсената 
лития далее растворяют в соляной кислоте и 
восстанавливают образующуюся мышьяковую 
кислоту комбинированным восстановителем – 
иодидом натрия с солянокислым гидразином. 
Полученная после восстановления система, 
содержащая регенерированный хлорид лития, 
вновь направляется на операцию осаждения 
арсенат-ионов, тем самым обеспечивается зам-
кнутый цикл по достаточно дорогому реагенту-
осадителю – хлориду лития.

Еще одним из ключевых аспектов процес-
сов переработки АНГ являлось превращение 
больших количеств хлорида натрия, содержав-
шихся в АНГ, в товарный продукт. Данная задача 
была решена путем очистки хлорида натрия от 
соединений мышьяка с использованием раз-
личных реагентных и адсорбционных методов, 

с получением в качестве товарного продукта 
хлорида натрия марки «промышленный».

Вследствие модернизации различных схем 
переработки жидких реакционных масс и АНГ 
была разработана оптимальная на сегодняшний 
день схема, отличающаяся от предыдущих более 
рациональными операциями вывода соедине-
ний мышьяка (V) и очистки растворов хлорида 
натрия от примесей мышьяка, что позволило 
улучшить экономические показатели и повысить 
экологическую безопасность техпроцесса [3]. 

Оксид мышьяка (III) является основным сы-
рьем для синтеза большого спектра соединений 
мышьяка, чем и обусловливается его важная роль в 
области химии мышьяка. Рафинированный оксид 
мышьяка (3-4N) применяется в процессах варки 
шихты для осветления при получении хрусталя, а 
также специальных и оптических стекол, вводится 
в ситаллы. Чистый оксид мышьяка (5-6N) приме-
няется для получения элементного мышьяка при 
производстве бескислородных халькогенидных 
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стекол, в фармацевтике. Оксид мышьяка (марок 
≥6N) находит применение для получения полу-
проводниковых материалов, элементного мышья-
ка, трихлорида мышьяка и арсина.

Вся совокупность представленного материа-
ла указывает на то, что переработка АНГ в оксид 
мышьяка (III) является только первой фазой по 
решению задач получения товарной мышьяк-
содержащей продукции различного качества. 
Следующий этап исследований должен быть на-
правлен на получение более чистой продукции, 
чем оксид мышьяка (III) марки «технический». 

Материалы и методы

Первичную очистку оксида мышьяка (III) 
проводили в сублимационно-десублимацион-
ном модуле. Основными операциями процесса 
очистки являются: загрузка исходного оксида 
мышьяка (III) на поддоны модуля, включение 
контура охлаждения аппарата, включение термо-
нагревателей (температура процесса 550°С, вы-
ход аппарата на режим 1 ч), охлаждение модуля, 
выгрузка продукта. 

Более глубокую очистку оксида мышьяка 
(III) проводили на кварцевой вакуум-термиче-
ской установке, состоящей из последовательно 
присоединенных составных частей: испарителя, 
фильтра, конденсора продукта и конденсора при-
месей, помещенных в кварцевую печь с тремя 
зонами нагрева и подключенных к вакуумному 
насосу. Процесс состоит из следующих опера-
ций: загрузка исходного оксида мышьяка (III) 
в испаритель, сборка установки, помещение 
установки в кварцевую печь, включение зон на-
грева, включение вакуумного насоса, проведение 
процесса, выгрузка продукта из конденсора. 

Анализ на содержание примесей в исходном 
образце оксида мышьяка (III), образцах оксида 
мышьяка (III), полученных на разных стадиях 
очистки с использованием сублимационно-де-
сублимационного модуля, мышьяковой кислоте 
и элементном мышьяке проводили на атомно-ад-
сорбционном спектрометре contrAA 600 (Analytic 
Jena) методом электротермической атомизации в 
графитовой кювете.

Пробоподготовка образцов оксида мышьяка 
(III) и элементного мышьяка для измерений в 
атомно-адсорбционном спектрометре проводи-
лась следующим образом. Образец оксида мышья-
ка (III) или элементного мышьяка, высушенный 
до постоянной веса массой 1 г, растворяли в 
10–15 мл 35% раствора пероксида водорода марки 
«осч». Полученный раствор количественно пере-
носили в мерную колбу на 100 мл и доводили до 
метки деионизованной водой.

Анализ на содержание примесей в образце 
оксида мышьяка (III), полученных после ваку-
ум-термической очистки, проводился методом 
масс-спректрометрии в независимой лаборато-
рии Evans Analytical Group (Тулуза, Франция).

Результаты и их обсуждение

В промышленности процесс рафинации 
технического продукта основан на его возгонке 
при 500–600°С в обжиговых печах [4]. Эффект 
очистки достигается за 2–3 цикла, причем вслед-
ствие захвата парами оксида вещества оксидов 
и гидрооксидов тяжелых металлов получаемые 
продукты всегда содержат в своем составе при-
меси, нерастворимые в воде и водном растворе 
аммиака.

В патенте [5] отражены сублимационные 
методы и устройства очистки, которые близки 
по себестоимости к промышленным, но в силу 
габаритных и иных особенностей конструкций 
позволяют парам As2O3 захватывать меньшее 
количество примесей тяжелых металлов и полу-
чать, соответственно, продукт более высокого 
качества. К одним из таких устройств относится 
сублимационно-десублимационный модуль – ап-
парат, в конструкции которого объединены опе-
рации сублимации и конденсации сырья (рис. 2).

Принцип работы аппарата основан на том, 
что при нагревании сырья в закрытом аппарате 
происходит его сублимация, достигающая наи-
высшей скорости при температуре, близкой к 
температуре кипения сублимируемого вещества 
(для оксида мышьяка (III) 460°С). Парообразный 
оксид мышьяка (III) конденсируется (десубли-
мируется) частично в объеме аппарата за счет 
градиента температуры между нагретым сырьем 
и охлаждаемыми стенками аппарата. Эта часть 
сконденсированного вещества в мелкодисперс-
ном состоянии самопроизвольно оседает вниз 
и попадает в приемник продукта. Другая часть 
сублимированного оксида мышьяка, обогащен-
ного легколетучими и красящими примесями, 
конденсируется на внутренней поверхности 
аппарата. Труднолетучий шлак остается на под-
доне. Таким образом, сырье разделяется на три 
фракции. Весовое соотношение между фракция-
ми регулируется в зависимости от исходного сы-
рья и стадии очистки подбором условий процесса 
рафинирования (временем нагрева, температурой 
сублиматора и десублиматора). В зависимости от 
качества исходного сырья рафинирование оксида 
мышьяка (III) возможно проводить в несколько 
стадий. Показатели качества очистки оксида мы-
шьяка (III) на основании содержания примесей 
ряда элементов приведены в табл. 1. 

А. Г. Демахин и др. Применение арсенита натрия гидролизного 
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Рис. 2. Сублимационно-десублимационный модуль очистки оксида мышьяка (III): 1 ‒ металлический корпус; 2 ‒ водо-
охлаждающая рубашка; 3 ‒ трубчатые электронагреватели; 4 ‒ нагревательные полки; 5 ‒ поддоны; 6 ‒ люк установки; 

7 ‒ штуцеры для подвода воды; 8 ‒ приемник продукции; 9 ‒ защитный экран; 10 ‒ стойка установки

Таблица 1
Показатели очистки оксида мышьяка (III) на сублимационно-десублимационном модуле

Массовая доля элементов, % Исходный As2O3 
Количество сублимационно-десублимационных циклов 

1 2 3
Ванадий (V) 1,7·10-5 9,4·10-6 7,8·10-6 7,0·10-6

Свинец (Pb) 3,4·10-2 <5·10-5 <5·10-5 <5·10-5

Cелен (Se) <1·10-5 <1·10-5 <1·10-5 <1·10-5

Железо (Fe) 4,2·10-3 1,8·10-4 2,5·10-4 7,5·10-5

Медь (Cu) 1,3·10-4 <1·10-5 <1·10-5 <1·10-5

Марганец (Mn) 6,7·10-5 <1·10-5 <1·10-5 <1·10-5

Титан (Ti) <1·10-5 <1·10-5 <1·10-5 <1·10-5

Хром (Cr) 4,4·10-5 4,0·10-6 8,7·10-6 5,7·10-6

Никель (Ni) 8,5·10-5 <2·10-5 <2·10-5 <2·10-5

Кобальт (Co) <1·10-5 <1·10-5 <1·10-5 <1·10-5

Использование сублимационно-десубли-
мационных модулей позволяет за небольшое 
количество циклов очистки получать продукт 
с содержанием основного вещества на уровне 
99,9–99,99 масс. %, чем решается основная задача 
получения качественного продукта для производ-
ства хрусталя, специальных и оптических стекол. 
Одновременно этот продукт является исходным 

сырьем для получения более чистой продукции.
Для решения задач полупроводниковой 

отрасли разработан метод вакуум-термической 
очистки в сочетании с процессами сорбции. 
Тем самым решается задача получения продукта 
марки ≥6N. На основании указанного метода 
была создана модифицированная установка, вы-
полненная из кварцевого стекла (рис. 3).

Рис. 3. Установка модифицированной вакуум-термической очистки оксида мышьяка: 1 – испаритель; 2 – фильтр; 
3 – конденсор оксида мышьяка (III); 4 – конденсор примесей; 5 – кварцевая печь

1 2 3
4

5
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Установка отличается от обычной вакуум-
термической сборки тем, что между испарителем 
и конденсором продукта устанавливаются один 
или несколько фильтров, заполненных специаль-
ным сорбентом. Такая модификация позволяет 
в одном аппарате совмещать операции сублима-
ционной и сорбционной очистки с получением 
за один цикл продукта более высокого качества. 
Для увеличения производительности процесса 
указанный способ очистки помимо кварца был 
реализован в металле (рис. 4). 

Результаты по очистке образца оксида мы-
шьяка (III) представленным методом приведены 
в табл. 2.

Рис. 4. Установка вакуум-термической очистки оксида 
мышьяка (III)

Таблица 2
Показатели очистки образца оксида мышьяка (III) на модифицированной вакуум-термической установке*, %

Элемент Массовая доля Элемент Массовая доля Элемент Массовая доля

Li <5,0·10-7 Ga <5,0·10-7 Nd <5,0·10-7

Be <5,0·10-7 Ge <5,0·10-7 Sm <5,0·10-7

B <5,0·10-7 As Matrix Eu <5,0·10-7

C ‒ Se <5,0·10-7 Gd <5,0·10-7

N ‒ Br <5,0·10-6 Tb <5,0·10-7

O Matrix Rb <5,0·10-7 Dy <5,0·10-7

F <5,0·10-6 Sr <5,0·10-7 Ho <5,0·10-7

Na 9,0·10-6 Y <5,0·10-6 Er <5,0·10-7

Mg <5,0·10-7 Zr <5,0·10-7 Tm <5,0·10-7

Al 4,0·10-6 Nb <5,0·10-6 Yb <5,0·10-7

Si 4,1·10-4 Mo <5,0·10-7 Lu <5,0·10-7

P <1·10-6 Ru <5,0·10-7 Hf <1,0·10-6

S 1,5·10-5 Rh <5,0·10-5 Ta -
Cl 3,0·10-6 Pd <1,0·10-6 W <5,0·10-7

K 2,5·10-5 Ag <5,0·10-6 Re <5,0·10-7

Ca 6,5·10-5 Cd <5,0·10-5 Os <5,0·10-7

Sc <5,0·10-7 In Binder Ir <5,0·10-7

Ti <5,0·10-7 Sn <5,0·10-6 Pt <5,0·10-7

V <5,0·10-7 Sb <5,0·10-6 Au <5,0·10-5

Cr <5,0·10-7 Te <5,0·10-6 Hg <1,0·10-5

Mn <5,0·10-7 I <5,0·10-5 Tl <1,0·10-6

Fe 5,0·10-6 Cs <5,0·10-5 Pb <5,0·10-6

Co <5,0·10-7 Ba <1,0·10-6 Bi <5,0·10-7

Ni <5,0·10-7 La <5,0·10-7 Th <5,0·10-7

Cu 2,0·10-6 Ce <5,0·10-7 U <5,0·10-7

Zn 1,0·10-6 Pr <5,0·10-7

Примечание. *Анализы были проведены в независимой лаборатории Evans Analytical Group (Тулуза, Франция).

Как было упомянуто ранее, оксид мышьяка 
(III) является исходным сырьем для получения 
широкого спектра (порядка 95%) мышьяксодер-

жащих веществ, и его чистота будет определять 
применение синтезируемого из него соединения 
для той или иной отрасли промышленности. 

А. Г. Демахин и др. Применение арсенита натрия гидролизного 
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Одним из таких соединений является мышьяко-
вая кислота, которую получают путем окисления 
оксида мышьяка (III) азотной кислотой или пе-
роксидом водорода. Степень чистоты получаемой 
кислоты полностью идентична показателям окси-
да мышьяка (III), из которого она была синтезиро-
вана. В табл. 3 приведены данные, отражающие 
степень чистоты мышьяковой кислоты, синтези-
рованной из оксида мышьяка (III), полученного 
после 3 циклов сублимации–десублимации. 

Таблица 3
Показатели качества мышьяковой кислоты 

Массовая доля элементов, % Мышьяковая кислота 
Ванадий (V) 4,9·10-6

Свинец (Pb) <5·10-5

Cелен (Se) <1·10-5

Железо (Fe) 5,5·10-5

Медь (Cu) <1·10-5

Марганец (Mn) <1·10-5

Титан (Ti) <1·10-5

Хром (Cr) 4,3·10-6

Никель (Ni) <2·10-5

Кобальт (Co) <1·10-5

Мышьяковую кислоту марки 6N применя-
ют для проведения электролиза с получением 
высокочистого арсина для полупроводниковой 
промышленности. 

Другим продуктом является высокочистый 
элементный мышьяк, применяемый для полу-
чения сплавов с металлами, а также для синтеза 
материалов электронной техники. И в этом слу-
чае степень чистоты получаемого продукта опре-
деляется качеством исходного оксида мышьяка. 
Мышьяк для получения сплавов синтезировался 
путем восстановления оксида мышьяка углем 
или графитом. Характеристики полученного 
продукта приведены в табл. 4. 

Таблица 4
Характеристики элементного мышьяка

Массовая доля элементов, % Элементный мышьяк 
Ванадий (V) 9,0·10-6

Свинец (Pb) <5·10-5

Cелен (Se) <1·10-5

Железо (Fe) 9,5·10-5

Медь (Cu) <1·10-5

Марганец (Mn) <1·10-5

Титан (Ti) <1·10-5

Хром (Cr) 7,7·10-6

Никель (Ni) <2·10-5

Кобальт (Co) <1·10-5

Мышьяк высокой степени чистоты преиму-
щественно получается по трихлоридной техно-
логии [6]. Ее недостатками являются:

‒ низкий выход готовой продукции (не выше 
70%);

‒ большие потери мышьяка с солянокислы-
ми мышьяковыми стоками (до 30%);

‒ пары трихлорида мышьяка токсичны, 
агрессивны, легко гидролизуются, что требует 
высоких затрат на очистку стоков и газовых 
выбросов (до 70% всех капитальных и эксплуа-
тационных затрат при создании производства). 

Тем не менее именно трихлоридная техноло-
гия в промышленных масштабах используется для 
получения мышьяка большинством зарубежных 
фирм. Одновременно с этим производится высоко-
чистый трихлорид мышьяка для эпитаксии.

Нами разработан подход, базирующийся 
на предварительной глубокой очистке оксида 
мышьяка (III) с последующим восстановлением 
до элементного мышьяка.

Подход включает:
‒ очистку оксида мышьяка (III) до предельно 

чистого состояния теми методами, которые были 
созданы (≥6N);

‒ вывод из полученного оксида мышьяка (III) 
максимально возможного количества неметаллов 
(S, Se, Te, C) путем проведения сублимации в 
окислительной атмосфере;

‒ восстановление оксида в элементный мы-
шьяк марки ≥6N;

‒ доочистка, при необходимости, мышьяка 
известными методами.

Такой подход в силу простоты, эффектив-
ности, высокой производительности и низкой 
себестоимости позволяет получать элементный 
мышьяк высокой чистоты при минимизации за-
трат на очистку.

Так же, как и при получении чистой мышья-
ковой кислоты, степень чистоты получаемого 
мышьяка предопределяется качеством очистки 
оксида мышьяка (III).

Указанный подход позволяет получать 
элементный мышьяк высокой степени чистоты, 
исключая технические решения, связанные с 
синтезом трихлорида мышьяка.

Выводы

Применение арсенита натрия гидролизного 
в качестве нового вида сырья для получения 
широкого спектра товарной мышьяксодержащей 
продукции является важным аспектом в современ-
ной химии мышьяка и мышьяксодержащих со-
единений. Разработка методов очистки основного 
продукта переработки АНГ – оксида мышьяка (III) 
открывает возможность использования его для 
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синтеза различных соединений, применяемых в 
стекольной и полупроводниковой промышленно-
сти, микроэлектронике, оптоволоконной технике.
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The article presents information about the possibility of using so-
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methods of purification of arsenic (III) oxide as the main product 
of sodium arsenite hydrolyzed processing to various degrees of 
purity (3-6N) are given, which allows using it as a raw material for 
the synthesis of a wide range of arsenic compounds: arsenic acid, 
elemental arsenic, arsenic trichloride. The process of sublimation/
desublimation and vacuum-thermal purification of arsenic (III) ox-
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Иминодисукцинаты 
редкоземельных элементов
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Синтезированы иминодисукцинаты редкоземельных элемен-
тов (РЗЭ). Исходными веществами служили иминодиянтарная 
кислота и хлориды РЗЭ. Иминодиянтарную кислоту раство-
ряли в 15%-ном растворе аммиака. Затем к хлоридам соот-
ветствующих РЗЭ добавляли по каплям раствор аммонийной 
соли иминодиянтарной кислоты. рН полученных растворов 
доводили до 3 добавлением раствора аммиака, при этом на-
блюдалось обильное выпадение осадков иминодисукцинатов 
РЗЭ. Состав полученных соединений отвечает общей формуле 
MeHC8H7O8N · nH2O, где Ме = La, Ce, Pr, Nd, Sm, Gd, Tb, Dy, 
Ho, Er, n = 1–5. Полученные соединения индивидуализирова-
ны методами химического анализа, рентенографии и термо-
гравиметрии. Рентгенографическое исследование показало, 
что полученные соединения являются индивидуальными кри-
сталлическими веществами, кристаллизующимися в двух изо-
структурных группах. Термогравиметрическое исследование 
подтвердило состав кристаллогидратов и показало, что раз-
ложение протекает в 2 стадии – дегидратация и разложение 
безводных солей. Состав конечных продуктов разложения под-
твержден рентгенографически. Изучена растворимость имино-
дисукцинатов в воде в интервале температур 25–60°С. Ими-
нодисукцинаты относятся к малорастворимым соединениям. 
Изменение величины растворимости в зависимости от темпе-
ратуры и РЗЭ носит немонотонный характер. 
Ключевые слова: иминодисукцинаты, комплексы РЗЭ, тер-
могравиметрический анализ, рентгенографический анализ, 
растворимость в воде.
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Важной задачей современной неорганиче-
ской химии является поиск новых комплексообра-
зующих агентов, которые обладали бы набором 
свойств, обеспечивающих их широкое практиче-
ское применение. Одним из таких агентов являет-
ся диянтарная кислота и ее соли и производные. 
Например, этилендиаминянтарная кислота ис-
пользуется в качестве хелатообразующего агента 
для селективного осаждения свинца из продуктов 
его плавильной обработки с целью выделения 
следовых количеств индия, содержащегося в свин-
цовой руде [1]. Эффективность осаждения свинца 
при использовании этилендиаминянтарной кисло-
ты составляет до 82%. Замещенные диянтарные 
кислоты, включая иминодиянтарную кислоту, 

также позволяют повысить мобильность биологи-
чески важных микроэлементов, таких как железо, 
в средах, где происходит рост растений. Напри-
мер, в статье [2] сообщается, что замещенные 
янтарные кислоты в щелочной среде образуют 
растворимые комплексы железа, тем самым уве-
личивая его мобильность и ускоряя рост редиса. 
Иминодиянтарная кислота может использоваться 
для удаления тяжелых металлов из окружающей 
среды. Так, в статье [3] сообщается, что данная 
кислота образует прочные комплексы с ионами 
тяжелых металлов, что позволяет осаждать до 98% 
меди (II), 82% железа (III), 67% никеля (II) и 55% 
кобальта (II), содержащихся в сточных водах про-
мышленных предприятий. Данная кислота также 
успешно использовалась для очистки зараженной 
радиоактивным цезием почвы после аварии АЭС 
в г. Фукусима (Япония) [4]. 

Таким образом, иминодиянтарная кислота 
является эффективным комплексообразователем 
и является биодеградируемой, что открывает 
широкие возможности для ее применения в об-
ласти химии РЗЭ. Анализ литературных данных 
показал, что иминодисукцинаты РЗЭ изучены 
только в растворе, а в твердом виде получен 
только иминодисукцинат неодима [5]. В насто-
ящей работе приведены данные по получению 
иминодисукцинатов РЗЭ и некоторые их физико-
химические характеристики. 

Материалы и методы

Исходными веществами для получения 
иминодисукцинатов РЗЭ служили иминодиянтар-
ная кислота и хлориды РЗЭ. Иминодиянтарная 
кислота плохо растворима в воде, поэтому ее 
расторяли в 15%-ном растворе аммиака. Затем 
к хлоридам соответствующих РЗЭ добавляли по 
каплям раствор аммонийной соли иминодиян-
тарной кислоты. рН полученных растворов до-
водили до 3 добавлением раствора аммиака, при 
этом наблюдалось обильное выпадение осадков 
иминодисукцинатов РЗЭ. После кристаллизации 
в течение суток осадок отфильтровывали и от-
мывали от ионов Cl-. 

Согласно данным элементного анализа, по-
лученные соединения являются кристаллогидра-
тами состава MeHC8H7O8N ∙ n H2O. Результаты 
элементного анализа приведены в табл. 1.

 © Макушова Г. Н., 2019
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Таблица 1
Результаты элементного анализа иминодисукцинатов РЗЭ (L = C8H7 O8N4–)

Формула 
химического 
соединения

Содержание, %

Металл Углерод Водород Азот

Рассчитано Найдено Рассчитано Найдено Рассчитано Найдено Рассчитано Найдено

LaHL ∙ 3H2O 31,65 31,96 21,87 21,95 3,19 3,21 3,19 3,23

CeHL ∙ 2H2O 33,18 33,52 21,82 21,95 2,84 2,91 2,84 2,95

PrHL ∙ 5H2O 29,55 29,65 20,13 20,28 3,77 3,85 2,93 3,01

NdHL ∙ 4H2O 31,22 31,43 20,78 21,00 3,46 3,61 3,03 3,08

SmHL ∙ 2H2O 34,76 34,85 22,20 22,45 2,78 2,85 3,24 3,31

GdHL ∙ 2H2O 36,37 36,45 21,12 21,52 2,72 2,82 3,25 3,31

TbHL ∙ 4H2O 33,18 33,48 20,04 20,54 3,36 3,44 2,92 3,31

DyHL ∙ 3H2O 34,98 34,98 20,75 20,90 3,03 3,20 3,03 3,15

HoHL ∙ 2H2O 36,74 36,90 21,48 21,52 2,68 2,71 3,13 3,21

ErHL ∙ H2O 38,60 38,71 22,26 22,31 2,32 2,41 3,25 3,35

Для подтверждения индивидуальности 
иминодисукцинатов РЗЭ данные вещества 
были исследованы ренгенографически. Ис-
следование проводили по методу Дебая–Шер-
рера. Съемку дифрактограмм осуществляли на 
дифрактометре ДРОН-2. В качестве источника 

излучения служила трубка БСВ-4 с медным 
зеркалом анода. Межплоскостные расстояния 
рассчитывали с помощью таблиц Гиллера 
[6]. Значения межплоскостных расстояний и 
интенсивностей рефлексов представлены в 
табл. 2.

Таблица 2
Значения межплоскостных расстояний и интенсивностей 

рефлексов иминодисукцинатов РЗЭ (L = C8H7 O8N4–)

LaHL ∙ 3H2O CeHL ∙ 2H2O PrHL ∙ 5H2O NdHL ∙ 4H2O SmHL ∙ 2H2O

d, Å Iотн d, Å Iотн d, Å Iотн d, Å Iотн d, Å Iотн
– – – – 10,80 25 10,75 30 10,78 27

8,50 90 7,18 100 8,07 50 8,05 80 3,06 100
6,10 70 5,98 100 6,46 40 6,45 50 6,49 50

– – – – 5,59 30 5,58 35 5,56 40
4,83 60 4,86 60 4,57 100 4,56 100 4,55 100
3,81 20 3,80 46 3,80 20 3,80 20 3,79 15
3,65 40 3,63 49 – – – – – –
3,45 35 3,50 50 3,50 20 3,49 19 3,48 15
2,85 100 2,80 37 2,65 28 2,60 20 2,55 17

GdHL ∙ 2H2O TbHL ∙ 4H2O DyHL ∙ 3H2O HoHL ∙ 2H2O ErHL ∙ H2O

– – – – 10,90 17 10,79 25 10,79 35
8,49 88 7,18 100 8,06 56 8,06 61 8,06 100
6,09 76 5,99 100 6,48 38 6,47 40 6,47 50

– –– – – 5,61 34 5,58 35 5,57 45
4,82 63 4,84 59 4,58 100 4,55 100 4,60 100
3,80 19 3,82 45 3,71 17 3,39 21 – –
3,65 39 3,66 50 – – – – 3,65 32
3,48 35 3,49 50 3,52 12 3,49 19 – –
2,83 100 2,83 41 2,58 25 2,60 19 2,82 27
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Результаты и их обсуждение

Из сравнения межплоскостных расстояний 
иминодисукцинатов РЗЭ видно, что соли пра-
зеодима, неодима, самария, диспрозия, гольмия 
и эрбия образуют одну изоструктурную группу. 
Соли лантана, церия, гадолиния и тербия не-
сколько отличаются от этой группы. Значения 
межплоскостных расстояний исходных компо-
нентов иминодисукцината аммония и хлоридов 
РЗЭ отсутствуют в полученных соединениях, что 
позволяет сделать вывод об их индивидуальности.

Для подтверждения состава кристалло-
гидратов иминодисукцинатов РЗЭ и изучения 
их термической устойчивости было проведено 
термическое и термогравиметрическое исследо-
вание соединений. Исследование проводилось 
на венгерском дериватографе ОД-103 в политер-
мическом режиме в интервале температур 20–
1000 °С. Результаты анализа кривой изменения 
массы (ТГ) и дифференциальных кривых изме-
нения температуры (ДТА) и массы (ДТГ) при-
ведены в табл. 3.

Таблица 3
Основные термические и термогравиметрические данные процесса термического разложения 

иминодисукцинатов РЗЭ (L = C8H7 O8N4–)

Соединение
I стадия – дегидратация II стадия – разложение Расчет на конечный 

продукт, %
Температурный 
интервал, °С

Максимум 
по ДТА, °С

Максимум 
по ДТГ, °С

Температурный 
интервал, °С

Максимум 
по ДТА, °С

Максимум 
по ДТГ, °С

Теоретиче-
ский По ТГ

LaHL ∙ 3H2O 60–210 130 120 210–790 290, 460, 700 360 35,6 36,0
CeHL ∙ 2H2O 40–240 140 120 240–700 380 340 40,8 40,0
PrHL ∙ 5H2O 40–220 120 110 220–700 380, 590 370, 410 35,7 35,0
NdHL ∙ 4H2O 60–240 150 140 240–790 300, 470, 720 290, 420 36,4 36,0
SmHL ∙ 2H2O 70–240 140 130 240–720 370, 470, 670 370 40,3 39,5
GdHL ∙ 2H2O 100–220 150 140 220–750 400, 510 400 35,8 36,0
TbHL ∙ 4H2O 70–220 150 140 220–780 400, 430 390 39,3 40,0
DyHL ∙ 3H2O 100–250 170 160 250–760 390, 510 390 40,3 40,5
HoHL ∙ 2H2O 100–220 170 140 220–700 230, 380, 520 380 42,0 42,0
ErHL ∙ H2O 100–220 180 170 220–790 280, 410, 500 400 44,4 45,0

Как видно из табл. 3, разложение иминоди-
сукцинатов РЗЭ протекает однотипно. На кривых 
ТГ нет четких площадок, а лишь небольшие 
перегибы, отвечающие существованию безво-
дных солей. Очевидно, это связано с тем, что 
дегидратация происходит одновременно с раз-
ложением соли. Дегидратация солей происходит 
в области температур 40–100 °С. Интенсивное 
разложение солей наблюдается в области темпе-
ратур 210–790 °С. В этой области наблюдаются 
эндотермические эффекты, переходящие в слож-
ные экзотермические, вызванные наложением 
двух процессов – разложения (эндотермический 
процесс) и окисления продуктов разложения 
(экзотермический процесс), причем последний 
является преобладающим.

Для подтверждения состава конечных про-
дуктов разложения иминодисукцинатов РЗЭ 
было проведено изотермическое прокаливание 
при 900 °С. Полученные продукты подвергли 
рентгенофазовому анализу. Идентификация 
с помощью электронной базы данных ASTM 
показала, что конечные продукты разложения 
представляют собой оксиды состава Me2O3, где 
Me = La, Nd, Sm, Gd, Dy, Ho, Er; а также CeO2, 

Pr6O11 и Tb4O7. Расчет на конечный продукт под-
твердил состав полученных кристаллогидратов. 

Определена величина растворимости имино-
дисукцинатов РЗЭ в воде при температурах 25, 
40 и 60°С. Результаты по изучению температур-
ной растворимости солей в воде представлены 
в табл. 4.

Таблица 4
Температурная зависимость растворимости 

иминодисукцинатов РЗЭ в воде 
(г безводной соли в 100 г воды)

Иминодисукцинат
Температура, °С

25 40 60

La 0,13 0,13 0,13
Ce 0,08 0,07 0,08
Pr 0,14 0,14 0,14
Nd 0,27 0,27 0,27
Sm 0,15 0,15 0,15
Gd 0,03 0,03 0,04
Tb 0,02 0,03 0,03
Dy 0,15 0,17 0,27
Ho 0,16 0,16 0,23
Er 0,14 0,16 0,30
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Как видно из табл. 4, иминодисукцинаты 
РЗЭ относятся к малорастворимым соединениям. 
Величина растворимости в зависимости от тем-
пературы и РЗЭ носит немонотонный характер.

Таким образом, синтезированные иминоди-
сукцинаты РЗЭ представляют большой интерес 
как для развития собственно координационной 
химии, так и для решения чисто прикладных 
задач, так как они могут найти применение в 
нефтегазовой промышленности, сельском хо-
зяйстве, пищевой промышленности и медицине. 
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Iminodisuccinates of several rare earth metals (REM) have been syn-
thesized as a result of reaction between freshly prepared ammonia 
iminodisuccinate and REM chloride soltuions at pH 3. According to 
element analysis data, the chemical composition of synthesized salts 
is MeHC8H7O8N · nH2O, where Ме = La, Ce, Pr, Nd, Sm, Gd, Tb, Dy, 
Ho, Er, n = 1–5. Synthesized compounds were further analyzed via 
X-ray diffraction and thermogravimetric analysis. According to X-ray 
data, REM iminodissucinates form well-defined crystals in two distinct 
isostructural groups. Thermal decomposition of such compounds have 
two stages – dehydration and decomposition of anhydrous to corre-
sponding REM oxides. The composition of final production of thermal 
decomposition is proved by X-ray crystallographic data. Solubility of 
synthesized compounds in water within the temperature range of 25–
60 °C has also been studied. Iminodisuccinates have low water solubility 
that may vary depending on the nature of REM ion and temperature. 
Keywords: iminodisuccinates, REM complexes, thermogravimetric 
analysis, X-ray diffraction analysis, water solubility. 
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Несмотря на продолжительные многочислен-
ные исследования, проблема получения молеку-
лярных растворов хитозана до сих пор актуальна 

и вызывает интерес ученых различных областей 
химии, биохимии, биофизики, а также медици-
ны и фармацевтики. Это обусловлено, прежде 
всего, получением достоверной информации о 
фундаментальных характеристиках макромоле-
кул, а также расширяющимися направлениями 
практического потенциала данного полимера. 
Известно, что гомогенность растворов зависит от 
степени деацетилирования и молекулярной массы 
полимера [1, 2], природы растворителя [3, 4], рН 
среды [5], химической модификации хитозана [6] 
и др. Диспергирование хитозана в водных раство-
рах неорганических или органических кислот, 
кислых буферных средах приводит к растворению 
образца вследствие солеобразования. Однако 
даже в визуально прозрачных разбавленных рас-
творах хитозана, особенно высокомолекулярного, 
зафиксировано наличие агрегатов макромолекул 
[7, 8] и/или надмолекулярных частиц субмикрон-
ного размера [9]. Попытки растворения агрегатов 
варьированием рН, ионной силы и температуры, 
а также их удаления методами ультрацентрифу-
гирования и мембранной фильтрации часто не 
обеспечивали получение молекулярных раство-
ров этого аминополисахарида [7]. Более того, 
удаление имеющихся агрегатов из раствора при-
водило к образованию новых.

В этой связи исходный, даже разбавленный 
раствор хитозана следует рассматривать как 
структурно-сложную систему, состоящую из 
раствора макромолекул (молекулярная составля-
ющая − МС) и построенных из них надмолеку-
лярных частиц (надмолекулярная составляющая − 
НС). Предпосылки данного заключения вытека-
ют из сравнительно высокой степени кристал-
личности хитозана, которая может достигать 
40% даже при традиционном методе щелочного 
деацетилирования хитина в жестких условиях 
[10]. Об этом свидетельствует и наблюдаемый 
разброс констант в уравнении Марка–Куна–Хау-
винка для одной и той же растворяющей среды 
(Н2О + 0.33М СН3СООН + 0.2М СН3СООNa) [11, 
12], а также невозможность достоверного опре-
деления молекулярной массы этого полимера 
методом светорассеяния [7]. Кроме того, дока-
зательством наличия НС может служить улуч-
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шение растворимости хитозана в водно-кислой 
среде (угольной кислоте, рН < 3) под давлением 
200 атм и при температуре 60°С [13]. В работе 
[14] было обнаружено ускорение растворимости 
хитозана в водно-кислой среде (рН = 3.3–3.6) с 
5–8 ч до 20−30 с после механической активации 
гидроакустическим воздействием. При этом на-
блюдаемое снижение предельного числа вязкости 
([η]) системы, определяющего молекулярную 
массу и конформацию макроцепи, после акти-
вации составило всего лишь 5−7%. В работах 
[15, 16] наблюдали снижение [η] водно-кислот-
ных растворов хитозана после переосаждения 
полимера. Вместе с тем молекулярная масса, 
определенная прямым диффузионно-седимента-
ционным методом, до и после 3-кратного пере-
осаждения оставалась постоянной. Авторы [16] 
объясняют наблюдаемое снижение значений [η] 
растворов переосажденных образцов хитозана 
перестройкой надмолекулярной структуры поли-
сахарида. По нашему мнению, при этом должно 
увеличиться число макромолекул в единице 
объема раствора и, соответственно, количество 
свободных концевых ОН-групп, что ошибочно 
можно трактовать как результат деструкции ма-
кроцепи. Например, в работе [17], сопоставляя 
результаты прямого и обратного потенциометри-
ческого титрования, зафиксировали разрушение 
межмолекулярных водородных связей в процессе 
растворения хитозана и невосстановление их 
после переосаждения.

Еще одним доводом в пользу присутствия 
надмолекулярных частиц может служить зна-
чительное замедление падения вязкости при 
хранении раствора хитозана после ультразву-
ковой обработки [18]. Явление нестабильности, 
проявляющееся в уменьшении вязкости раство-
ров хитозана во времени, хорошо известно в 
литературе [15–32]. Наиболее распространено 
объяснение данного эффекта процессом разры-
ва гликозидных связей макромолекул. Однако 
авторы [18] вместо ожидаемой деструкции 
макромолекул наблюдали эффект стабилизации 
раствора полимера. Другой обнаруженный факт, 
плохо объяснимый с позиции деструкции макро-
цепей: эффект падения вязкости разбавленных 
и умеренно концентрированных уксуснокис-
лых растворов хитозана тем больше, чем выше 
концентрация полимера в растворе и ниже кон-
центрация кислоты [9, 19]. Установлено также, 
что вязкость (η) раствора снижается в большей 
степени, чем предельное число вязкости [20, 
21]. Например, через 17 сут η и [η] снижаются 
на 50 и 7% соответственно, молекулярная масса 
хитозана − всего лишь на 8% [20]. 

В умеренно концентрированных уксусно-
кислых растворах хитозана также наблюдается 
эффект падения вязкости во времени [19, 22, 23]. 
Установленные закономерности этого процесса 
во многом аналогичны закономерностям в раз-
бавленных растворах. Особенностью является тот 
факт, что во времени изменяется степень струк-
турирования системы и вид реограмм вязкости: 
неньютоновский характер течения трансформиру-
ется на ньютоновский. Энергия активации вязкого 
течения при этом практически постоянна в тече-
ние нескольких месяцев наблюдения. Наиболее 
интенсивно эти изменения происходят в растворе 
с меньшей концентрацией уксусной кислоты.

Анализ различных взглядов на механизм 
нестабильности вязкостных свойств растворов 
хитозана позволяет выделить три основных 
подхода: деструкцию макромолекул в результате 
кислотного гидролиза гликозидных связей [20, 
21, 24–26], конформационные перестройки [19, 
27, 28] и изменение надмолекулярной структу-
ры, в том числе и агрегацию [7–9, 29–31], не 
затрагивающее молекулярную массу образца. 
Однако в последнее время появились публика-
ции, позволяющие исключить деструкцию как 
основную причину снижения вязкости растворов 
хитозана во времени. Так, в работах [8, 31, 32] 
проанализирован и обобщен большой массив 
экспериментальных результатов о поведении 
хитозана в водно-кислотных растворах. Авторы 
[32] методом ионного зонда на примере раство-
ров хитозана в уксусной кислоте установили 
отсутствие деструкции макромолекул и умень-
шение вязкости связывают с другими причинами. 
Авторы работы [8] уделяют большое внимание 
агрегации макроцепей этого полисахарида и 
рассматривают основные факторы, влияющие на 
этот процесс. Способность к фазовому разделе-
нию системы хитозан – уксусная кислота – вода 
по мере ее хранения обсуждается в работе [31]. 
При этом необходимо учитывать, что в полиэ-
лектролитных системах, к которым относятся и 
водно-кислотные растворы хитозана, вследствие 
эффектов ионной ассоциации полимерных цепей 
(образование ионных пар и их мультиплетов) 
фазовое разделение может происходить даже в 
хорошем растворителе [33].

Следует отметить, что в большинстве работ 
исследования кинетики вязкости проводили с 
растворами, выдержанными от одной недели 
до 2–3 месяцев. Между тем для кристаллизую-
щихся полимеров, к классу которых относится 
и хитозан, процессы структурообразования в 
растворах кинетически заторможены и могут 
протекать более длительное время, даже в тече-
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ние нескольких лет. Кроме того, для прояснения 
природы данных процессов необходимо распола-
гать информацией о кинетической стабильности 
не только гидродинамических параметров, но и 
комплекса других физико-химических свойств 
растворов хитозана как фундаментального, так и 
прикладного характера. Это позволило бы более 
глубоко оценить происходящие в этих системах 
процессы и, соответственно, получить более пол-
ную информацию о причинах нестабильности 
растворов хитозана на разных этапах хранения.

Цель настоящей работы – изучение и срав-
нительный анализ кинетики гидродинамических, 
диффузионных, оптических, электрохимических, 
пленкообразующих и флокулирующих свойств 
растворов хитозана разной молекулярной массы 

в уксуснокислотно-солевых растворах для вы-
явления причин их (не)стабильности.

Материалы и методы

Использовали промышленные образцы 
водонерастворимого хитозана разной средневяз-
костной молекулярной массы ( M  ) и различного 
способа производства (табл. 1, цифры в обозначе-
нии образцов соответствуют M   (кДа) полимера). 
Образец ХТЗ-50 получали окислительной де-
струкцией с использованием перекиси водорода. 
Образец ХТЗ-640 П получали переосаждением 
образца ХТЗ-640 из 0.5% раствора в 0.1 N HCl 
в раствор 0.02 N NaOH (соотношение объемов 
1:5 соответственно). Выход образца ХТЗ-640 П 
составил 93%.

Таблица 1
Характеристика образцов хитозана

Обозначение образца Производитель Степень
деацетилирования, мольн. %

[η]25°C в ацетатном 
буфере, дл/г M  , кДа

ХТЗ-640 (исходный)

ЗАО «Биопрогресс», РФ

82.6 11.9 640
ХТЗ-640 П
(переосажденный) 84.7 8.5 −

ХТЗ-200 82.0 4.4 200
ХТЗ-520

ЗАО «Сонат», РФ
80.0 10.0 520

ХТЗ-280 80.8 5.8 280
ХТЗ-90 Япония 95.0 2.15 90
ХТЗ-50 Лабораторный образец 88.1 1.41 50

Низкомолекулярные вещества − ледяная 
уксусная кислота, уксуснокислый натрий, моче-
вина, 0.1 N стандарт-титры HCl и NaOH – были 
квалификации х.ч., использовались без допол-
нительной очистки.

Объектами исследования выбраны исходные 
и хранившиеся растворы хитозана концентрации 
С = 0.01−0.5 г/дл в ацетатном буфере (0.33 М 
СН3СООН  +  0.2 М СН3СOONa, рН = 4.4), смеси 
ацетатного буфера с 8М мочевиной (рН = 6.0) 
и, для сравнения, 0.33 М уксусной кислоте 
(рН = 2.8). В отдельных случаях для приготовле-
ния ацетатного буфера использовали дистилли-
рованную воду, освобожденную от растворенных 
газов (О2 и СО2) и микроорганизмов кипячением 
в течение 3 часов. Исходные растворы готови-
ли растворением навески порошка полимера 
(с учетом влажности образца) в водно-кислой 
среде при ~22 ± 2°C в течение суток. Растворы 
меньшей концентрации получали последова-
тельным разбавлением исходного раствора. Для 
хранения выбраны разбавленные и умеренно 
концентрированные растворы полимера концен-
трации С = 0.05 и 0.5 г/дл соответственно. Рас-

творы хранили ~1850 сут: сначала при 22 ± 2°C 
в течение ~360 сут, затем при 5°С в течение 
~1490 сут. По мере выдерживания во времени 
отбирали пробу растворов для определения фи-
зико-химических параметров. Во всех опытах 
условия приготовления растворов и время начала 
измерений физико-химических характеристик 
были одинаковые. В специальных опытах по-
лимер выделяли нанесением капли исходного 
или хранившегося раствора на стеклянную по-
верхность с последующим высушиванием при 
22 ± 2°С. Самопроизвольно выделившуюся по-
лимерную фазу фильтровали, многократно про-
мывали дистиллированной водой и сушили при 
22 ± 2°С до воздушно-сухого состояния. 

Число вязкости (ηуд/С) и предельное число 
вязкости ([η]) определяли по традиционной 
методике при 25°С. Использовали вискозиметр 
Уббелоде с диаметром капилляра 0.54 мм. 
При реализации прямолинейной зависимости 
ηуд/С – С предельное число вязкости определяли 
по уравнению Хаггинса, криволинейной – по 
уравнению Фуосса. Значение предельного числа 
вязкости свежеприготовленного раствора прини-
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мали за начальное ([η]0). Эффект падения вязко-
сти во времени характеризовали относительным 
предельным числом вязкости ([η]/[η]0).

Водородный показатель измеряли методом 
потенциометрии на автоматическом титраторе 
Mettler Tolledo G20 (Германия).

Электропроводность определяли на стандарт-
ной установке, состоящей из датчика, 2 серебря-
ных электродов и микроамперметра, при 22 ± 2°C. 
Удельную электропроводность (æуд) вычисляли по 
формуле: æуд = К/R, где К – постоянная ячейки, 
см–1; R – сопротивление раствора, Ом. 

Разность показателей преломления (∆n) 
определяли дифференциальным методом на 
интерферометре ЛИР-2 (РФ), используя стеклян-
ную кювету длиной ℓ = 2 см, точность измерения 
10–6. Инкремент показателя преломления dn/dC 
рассчитывали с учетом калибровки ∆n – С по 
водному раствору сахарозы. Мутность (τ) при 
длине волны λ = 490 нм определяли по формуле 
τ = 2.3·А/ℓ, где А – оптическая плотность, изме-
ренная на КФК-2 (РФ); ℓ = 5 см.

Спектры удельного оптического вращения 
снимали на автоматическом спектрополяри-
метре СПУ-Е (РФ) в диапазоне длины волны 
λ = 300−700 нм при Т = 25°C. Источник света –
ртутная лампа высокого давления ДРШ-250. 
Использовали стеклянные термостатируемые 
кюветы длиной 10 см с кварцевыми окошками. 
Удельное оптическое вращение определяли 
по формуле /)100)((][ 0

C20
,  , где α 

и α0 – наблюдаемый угол вращения раствора и 
растворителя, г; ℓ – длина оптического пути, дм; 
С – концентрация, г/мл. Кривую дисперсии опти-
ческого вращения (ДОВ) строили по результатам 
3 параллельных опытов.

Самодиффузию макромолекул оценивали 
методом ЯМР с импульсным градиентом магнит-
ного поля на ЯМР-диффузометре ООО «Магнит-
ный резонанс» (г. Казань РФ). Коэффициент са-
модиффузии (Ds) определяли по наклону зависи-
мости A (g2) = A (T1, T2) A (0) exp (−γ2 δ2 g2 Ds td), 
где A (0) и А (g) – амплитуда сигнала спин-эхо 
без и в градиенте магнитного поля; A (T1, T2) –
амплитуда сигнала релаксационных вкладов; 
γ – гиромагнитное отношение; δ – длитель-
ность импульса градиента магнитного поля; 
td = (∆ − δ/3) – время диффузии, ∆ – расстояние 
между градиентными импульсами. 

Флокулирующую способность изучали на 
модельной дисперсной системе ацетатный бу-
фер − каолин с концентрацией частиц дисперс-
ной фазы 1%. Каолин предварительно отмывали 
от низкомолекулярных включений, сушили при 
100°С до постоянной массы, хранили в эксика-

торе. Чистоту каолина контролировали методом 
интерферометрии. Флокулирующую активность 
характеризовали относительной мутностью 
(τ1/τ0, λ = 490 нм) системы ацетатный буфер – 
каолин – хитозан до (τ0) и после введения хито-
зана (τ1). 

Рентгеновские дифрактограммы воздуш-
но-сухих образцов получали на дифрактометре 
ДРОН-3 (РФ) с излучением Cu-Kα при U = 22 кВ 
и Iа = 20 мА. Степень кристалличности (χ, %) 
рассчитывали по методике [34].

Морфологию поверхности тонкопленочных 
структур оценивали методом сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ) на микроскопе 
MIRA\\LMU «Tescan» (Czech Republic) при на-
пряжении 15 кV и проводящем токе 400 рА. На 
образец напыляли слой золота толщиной 5 нм 
на установке K450X Carbon Coater (Германия). 

Результаты и их обсуждение

Исследование свойств растворов хитозана 
проводили в кислотно-солевой среде, в част-
ности в ацетатном буфере, наиболее часто 
используемом для определения средневяз-
костной молекулярной массы этого полимера 
[6, 11]. Выбор ацетатного буфера обусловлен, 
во-первых, возможностью полного подавления 
электростатических взаимодействий протони-
рованных аминогрупп макроцепей, во-вторых, 
постоянными значениями ионной силы и рН 
среды при разбавлении раствора. Кроме того, 
для проводимых экспериментов было важно, 
что значение рН раствора хитозана в ацетатном 
буфере значительно превышает рН его водно-
кислотных растворов (табл. 2). 

Закономерности, выявленные при изучении 
свойств растворов во времени, позволили вы-
делить три временных этапа, различающихся 
характером структурообразования хитозансо-
держащей системы. Рассмотрим особенности 
кинетики физико-химических свойств растворов 
хитозана на каждом этапе.

На первом этапе, при хранении растворов в 
течение 30−50 сут, оценивали влияние надмоле-
кулярной структуры исходного полимера, кис-
лотности среды и ее «чистоты», молекулярной 
массы хитозана, а также акцептора водородной 
связи на гидродинамические свойства макромо-
лекул и их оптическую активность.

На рис. 1, а, б представлены концентрацион-
ные зависимости числа вязкости растворов ис-
ходного ХТЗ-640 и переосажденного ХТЗ-640 П в 
ацетатном буфере при разном времени хранения, 
на рис. 2 (кривые 1, 2) – кинетика изменения 
предельного числа вязкости и относительного 
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предельного числа вязкости этих растворов. Обра-
щает внимание более низкое начальное значение 
[η] раствора ХТЗ-640 П (см. табл. 1), что согласно 
[16, 17] связано с разрушением части Н-связей 
полимерной матрицы в процессе переосаждения. 
В нашем случае переосаждение полимера из со-
лянокислого раствора в раствор щелочи по сути 
является прямым (до растворения) и обратным (до 
выпадения осадка) титрованием. Во всех случаях 
зависимость ηуд/С – С для свежеприготовленных 
и хранившихся растворов имеет прямолинейный 
характер, константа Хаггинса лежит в пределах 
0.2–0.3, что свидетельствует о хорошем термо-
динамическом качестве растворяющей смеси. 
Значение [η] снижается во времени. Отмечается 
разная скорость уменьшения предельного числа 
вязкости на данном этапе хранения растворов. 
Наиболее интенсивное уменьшение [η] реализу-
ется в течение первых 5−10 сут. Константа Хаг-
гинса постаревших растворов уменьшается (это 
наглядно прослеживается по понижению наклона 
прямых ηуд/С – С), что может быть обусловлено 
ухудшением термодинамического качества воды, 
как растворителя образующейся полимерной 
соли, и уплотнением макромолекулярного клубка.

Такое поведение равноценно изменению 
ионной силы среды и может быть смоделиро-
вано варьированием природы и концентрации 
кислоты, используемой для растворения хито-
зана (см. рис. 1, в). Как и следовало ожидать, 
в слабой СН3СООН (прямые 1−5) значение [η] 
существенно выше, чем в сильной HCl (прямые 
6 и 7). С повышением концентрации кислоты 
[η] уменьшается. Неожиданно, но значения [η] 
и наклон прямых ηуд/С – С раствора ХТЗ-520 в 
ацетатном буфере (прямая 8), в 2М СН3СООН и 
0.1N HCl (прямые 5, 7) практически совпадают. 
Известно, что сила уксусной кислоты в присут-
ствии своей соли уменьшается, что проявляется 
в сильном понижении концентрации Н+: в наших 
опытах рН изменяется от 2.7 до 4.4 (см. табл. 2). 
Растворение хитозана в уксусной кислоте незна-
чительно повышает значение рН, а в ацетатном 
буфере – не меняет. Ионная сила 2 М уксусной 
кислоты в ~17 раз меньше ионной силы 0.1 N 
соляной кислоты и в ~30 раз меньше ионной 
силы ацетатного буфера. Учитывая сказанное, 
а также результаты работ [35, 36], естественно 
предположить, что близкие значения [η] в ук-
суснокислой среде без и в присутствии соли-

Таблица 2
Физико-химические характеристики исходных и хранившихся растворов хитозана

Образец Растворитель С, г/дл t, сут τ490 нм, м–1 рН [η], дл/г [η]
 [η]0

æуд,
кОм–1·см–1

ХТЗ-640

0.33 М СН3СООН
0.05

− 0.020 2.80 35.00 1.00 0.059
230 0.020 2.80 27.50 0.79 0.050

0.50
− 0.090 3.30 35.00 1.00 0.091

231 0.070 3.30 19.00 0.54 0.083

0.33 М СН3СООН +
0.2 М СН3СООNa

0.05
− 0.010 4.40 11.90 1.00 0.645

230 0.010 4.40 1.90 0.16 0.667

0.50
− 0.080 4.40 11.90 1.00 0.714

231 0.080 4.45 3.10 0.26 0.714

ХТЗ-280

0.33 М СН3СООН
0.05

− 0.010 2.80 19.90 1.00 0.069
229 0.005 2.70 11.70 0.59 0.067

0.50
− 0.030 3.30 19.90 1.00 0.091

236 0.015 3.35 11.00 0.55 0.083

0.33 М СН3СООН +
0.2 М СН3СООNa

0.05
− 0.010 4.40 5.80 1.00 0.667

229 0.010 4.45 1.90 0.33 0.690

0.50
− 0.030 4.45 5.80 1.00 0.714

236 0.030 4.45 2.30 0.40 0.714

ХТЗ-90 0.33 М СН3СООН +
0.2 М СН3СООNa 0.50

−
Не фикси-
руется

4.35 2.15 1.00 −
42 4.40 1.83 0.84 −
205 4.55 1.06 0.49 −

0.33 М СН3СООН − −
Не фикси-
руется

2.70 − − 0.065
0.33 М СН3СООН +
0.2 М СН3СООNa − − 4.40 − − 0.714
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Рис. 1. Концентрационные зависимости числа вязкости исходных растворов ХТЗ-640 (1 а), ХТЗ-640 П 
(1 б) и хранившихся в течение: 1 (2 б), 7 (3 б), 8 (2 а), 15 (4 б), 22 (5 б), 29 (6 б), 32 (3 а) и 36 сут (7 б), 
а также исходных растворов ХТЗ-520 в 0.17 М (1 в), 0.5 М (2 в), 1 М (3 в), 1.5 М (4 в) и 2 М уксусной 

кислоте (5 в), 0.01 М (6 в) и 0.1 М соляной кислоте (7 в), ацетатном буфере (8 в)

  

( ) 

 
 

а б

в

электролита свидетельствуют об образовании 
комплексов (ионных пар) макрокатиона хитозана 
с ацетат-анионом. 

Описанные выше закономерности наблю-
даются и для образцов хитозана других молеку-
лярных масс (см. рис. 2, кривые 3−5), а также в 
случае приготовления растворов на дистиллиро-
ванной воде, освобожденной от растворенного 
О2 и микроорганизмов (кривые 1′ и 3′). Кроме 
того, эффект падения вязкости растворов хито-
зана, приготовленных на обычной и стерильной 
дегазированной Н2О, практически одинаков: в 
течение 30−50 сут значение [η] уменьшается на 
одну и ту же величину (на ~15−20%) (кривые 1 и 
1′, 3 и 3′). Подобное поведение характерно и для 
воднокислотных растворов хитозана [9].

Характерно также, что бóльшую неста-
бильность проявляет раствор переосажденного 
образца. Например, [η]/[η]0 растворов ХТЗ-640 
и ХТЗ-640 П уменьшается за 30 сут на ~15 и 
~45% соответственно (см. рис. 2, б, кривые 1 
и 2). Принимая во внимание возможность раз-

рыва Н-связей макроцепей при переосаждении 
полимера, интересно было оценить влияние на 
свойства исследуемых растворов акцептора водо-
родной связи (мочевины). 

Оказалось, что введение в раствор 8М мо-
чевины, во-первых, приводит к увеличению [η] 
свежеприготовленных растворов. В частности, 
для ХТЗ-640 и ХТЗ-640 П значения [η] растворов 
с добавкой мочевины увеличились на 30−40% по 
сравнению с исходными свежеприготовленными 
растворами (см. рис. 2, а, кривые 1 и 1′′, 2 и 2′′). 
Во-вторых, к появлению полиэлектролитного 
эффекта (рис. 3, кривые 1 и 1′), в бóльшей сте-
пени – для раствора переосажденного образца. 
В-третьих, для переосажденного хитозана мас-
штаб зависимости ηуд/С – С свежеприготов-
ленного и хранившегося раствора практически 
не изменяется (см. рис. 3, кривые 1′−5′), для 
исходного – эффект увеличения ηуд/С раствора 
при разбавлении возрастает по мере хранения 
(см. рис. 3, кривые 1−5). При этом значение 
[η] раствора ХТЗ-640 с добавкой мочевины во 
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времени не изменяется (см. рис. 2, а, кривая 1′′). 
Аналогичный характер зависимости [η] – t, но с 
запозданием на ~5 сут, наблюдается и для рас-
твора ХТЗ-640 П (см. рис. 2, а, кривая 2′′). Таким 
образом, мочевина наряду с разрушением сетки 
межмолекулярных контактов проявила и стаби-
лизирующее действие на систему, по крайней 
мере, в течение первых ~20−30 сут. 

Рис. 2. Зависимость предельного числа вязкости (а) и от-
носительного предельного числа вязкости (б) от времени 
хранения растворов ХТЗ-640 (1, 1', 1"), ХТЗ-640 П (2, 2"), 
ХТЗ-280 (3, 3'), ХТЗ-90 (4) и ХТЗ-50 (5) в ацетатном буфере 
(1−5, 1', 3') и в ацетатном буфере с 8М мочевиной (1", 2"). 
В опытах 1' и 3' использовали дистиллированную воду без 

микроорганизмов и растворенных газов

Рис. 3. Концентрационная зависимость числа вязкости 
растворов ХТЗ-640 (1–5) и ХТЗ-640 П (1'–5') в ацетат-
ном буфере с 8М мочевиной при их хранении в течение: 

0 (1, 1'), 5 (2, 2'), 13 (3, 3'), 20 (4, 4') и 26 сут (5, 5')

( ) 

( ) а

б

Введение 8М мочевины изменяет и оптиче-
скую активность ХТЗ-640, существенно увели-
чивая модуль удельного оптического вращения 
[α] (рис. 4, кривые 1, 2). Модуль [α] продолжает 
возрастать и при хранении раствора, тип кривой 
ДОВ при этом не изменяется (кривая 3). Уместно 
отметить, что для деполимеризованных образцов 
хитозана наблюдается антибатная зависимость – 
уменьшение модуля [α] в тем бóльшей степени, 
чем меньше молекулярная масса образца [37].

Сопоставление результатов рис. 3 и рис. 4 
приводит к выводу об изменении конформации 
макроцепи при введении акцептора Н-связи. При 
этом, несмотря на первоначальное возрастание 
значений [η] и модуля [α], а также дальнейшее 
изменение зависимостей ηуд/С – С и [α] – λ 
при хранении раствора, значение предельного 
числа вязкости во времени не изменяется, по 
крайней мере, в течение первых ~20−25 сут (см. 
рис. 2, кривые 1′′ и 2′′). Исходя из полученных 
кинетических закономерностей естественно 
предположить, что первоначальное (~5−10 сут) 
падение [η] растворов исходных образцов 
обусловлено дорастворением частиц НС раство-
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Рис. 4. Кривые дисперсии оптического вращения раство-
ров ХТЗ-640 (1−3) и ХТЗ-640 П (1) в ацетатном буфере без 
(1, 1) и с 8М мочевиной (2, 3) при их хранении в течение: 

0 (1, 1', 2) и 30 сут (3)

ра (см. рис. 2, кривые 1, 1′, 3, 3′, 4, 5). В случае 
переосажденного образца с частично или полно-
стью разрушенной сеткой межмолекулярных 
Н-связей бóльший эффект падения вязкости 
обусловлен формированием комплексов между 
поликатионами и противоионами. Кроме того, 
обнаружена идентичность [α] − λ растворов 
ХТЗ-640 и ХТЗ-640 П (кривые 1 и 1′ (см. рис. 4)), 
а также постоянство показателей оптической 
активности исследуемых образцов во времени. 
Стабильность кривых ДОВ наблюдали и для рас-
творов ХТЗ-640 и ХТЗ-280 в 0.33М СН3СООН 
при хранении до 9 месяцев [37].

Стало быть, дисперсия удельного оптическо-
го вращения, чувствительная к конформацион-
ному состоянию макромолекул (МС) [38, 39], в 
совокупности с вискозиметрией, фиксирующей 
еще и перестройку надмолекулярной структуры 
полимерного образца − ответственной в свою 
очередь за НС раствора, позволяют исключить 
деструкцию хитозана во времени. Кроме того, 
повышенная устойчивость к кислотному гидро-
лизу гликозидной связи, содержащей аминогруп-
пу у второго углеродного атома, и данные работ 
[9, 15, 19] о бóльшей нестабильности водно-кис-
лотных растворов хитозана с меньшим содержа-
нием кислоты (СН3СООН, HCl) независимо от 
концентрации полимера (по крайней мере, для 
разбавленных растворов) также подтверждают 
отсутствие гидролитического разрушения мак-
ромолекул.

Таким образом, суммируя данные вискози-
метрии и оптической активности кислотно-со-
левых растворов хитозана разной предыстории, 
молекулярной массы и компонентного состава 
растворяющей среды, можно заключить, что 
падение вязкости на начальном этапе хранения 
(~5−10 сут) обусловлено дорастворением над-
молекулярных частиц полимера в структурно-
сложном растворе. Дальнейшее падение вязкости 
связано с изменением МС раствора, в частности, 
с формированием водородносвязанных ионных 
пар с переносом протона от гидроксильной груп-
пы CH3COOН к протоноакцепторному атому азо-
та глюкопиранозного кольца [~−NH3+∙CH3COO−] 
[36]. При этом макромолекулы полимера демон-
стрируют смешанное полиэлектролит-иономер-
ное поведение, когда лишь часть низкомолеку-
лярных противоионов находится в «связанном» 
состоянии с поликатионом. Это явление имеет 
много общего с эффектом формирования «заря-
женных микрогелей» полисахаридов [40].

Еще одним доказательством присутствия 
в растворах надмолекулярных частиц и их по-
следующего растворения могут служить данные 
интерферометрии. Оказалось, что для исходных 
систем на основе ХТЗ-640 и ХТЗ-280 нулевое 
значение разности показателя преломления рас-
твора и растворителя (∆n) реализуется при С ≠ 0 
(рис. 5, а, б, прямые 1 и 3). Это свидетельствует о 
структурной неоднородности полимерной систе-
мы. Вполне естественно, что в бóльшей степени 
она проявляется для более высокомолекулярного 
образца. Для хранившихся растворов ХТЗ-640 и 
ХТЗ-280 зависимость ∆n – С приобретает клас-
сический характер, ∆n при этом увеличивается 
(прямые 2 и 4). Как исходный, так и хранившийся 
раствор лабораторного образца ХТЗ-50 харак-
теризуется классической зависимостью ∆n – С, 
значения ∆n хранившихся растворов (как и для 
образцов ХТЗ-640, ХТЗ-280) больше исходных 
(см. рис. 5, в, прямые 5 и 6). Реализация исхо-
дящей из С = 0 зависимости ∆n – С исходного 
раствора ХТЗ-50 вполне закономерна, учитывая 
разрушение надмолекулярной структуры в про-
цессе дополнительного переосаждения, пред-
усмотренного лабораторным способом получе-
ния данного образца. Тем не менее повышение 
значений ∆n для всех хранившихся систем под-
тверждает факт изменения структуры раствора 
во времени.

Как и следовало ожидать, dn/dС раство-
ров высокомолекулярных образцов ХТЗ-640 
и ХТЗ-280 близки, низкомолекулярного ХТЗ-
50 несколько ниже (табл. 3). Значения dn/dС 
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Рис. 5. Концентрационная зависимость разности показателя преломления раствора ХТЗ-640 (а), 
ХТЗ-280 (б) и ХТЗ-50 (в) в ацетатном буфере и показателя преломления растворителя при хранении 

растворов в течение: 0 – (1, 3, 5), 30 (6) и 240 (2, 4) сут

согласуются с данными работы, полученными 
для хитозана в уксусной кислоте [39]. Для всех 
исследуемых растворов наблюдается рост dn/dС 
во времени приблизительно на 20%. Согласно 
современным представлениям увеличение ин-
кремента показателя преломления раствора обу-
словлено уменьшением диэлектрической прони-
цаемости рассеивающих объектов при переходе 
полимера в сколлапсированное состояние [41]. 
В нашем случае это подтверждает переход к 
более компактной конформации макромолекул 
в хранившемся растворе, т.е. формирование 
ионных пар, по сравнению с конформацией в 
исходном растворе. Кроме того, согласно [35] 
компактизация в кислотных растворах хито-
зана может протекать и вследствие сложных 
ион-ионно-водородных взаимодействий ма-
кроцепей: помимо ионных контактов между 
протонированной аминогруппой поликатиона 
и кислородом гидроксильной группы низкомо-
лекулярного аниона реализуются и водородные 
связи между гидроксильной группой у шестого 
атома углерода глюкоаминопиранозного кольца 
и карбонильным кислородом кислотного остат-
ка. По нашему мнению, экспериментально эти 

изменения достоверно фиксируются на втором 
этапе хранения растворов (после ~30 сут).

Таблица 3
Инкремент показателя преломления исходных 

и хранившихся растворов хитозана 
в ацетатном буфере, С = 0.50 г/л, Т = 22 ± 2°C

Образец t, сут dn/dC, см3/г

ХТЗ-640
− 0.187

240 0.267

ХТЗ-280
− 0.190

240 0.267

ХТЗ-50
− 0.176
30 0.213

Перейдем к рассмотрению особенностей 
физико-химических свойств хитозансодержащей 
системы на следующем этапе хранения: 50−
240 сут. Кроме гидродинамических характери-
стик, не менее важными для оценки процессов 
структурообразования на данном временном 
этапе являются флокулирующая и пленкообразу-
ющая способность растворов хитозана, диффу-
зионные характеристики макромолекул, а также 
мутность полимерной системы. 

( ) ( ) 

( ) 

 

а б

в
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Обнаружено, что длительное (до ~240 сут) 
выдерживание растворов хитозана приводит к 
падению их вязкости на ~50−85% (см. табл. 2). 
В то же время растворы остаются визуально 
прозрачными и сохраняют способность к плен-
кообразованию. Оказалось, что эффект падения 
[η] разбавленных кислотно-солевых растворов 
выше, чем концентрированных, и в бóльшей 
степени проявляется для раствора высокомолеку-
лярного образца ([η] падает на ~85%). Несколько 
неожиданно, но кислотно-солевые растворы хи-
тозана более нестабильны по сравнению с экви-
концентрированными по полимеру бессолевыми 
водно-кислотными растворами, содержащими 
ту же концентрацию (0.33 моль/л) уксусной 
кислоты, что и ацетатный буфер (см. табл. 2). Из 
всех изученных растворов менее нестабильным 
оказался разбавленный уксуснокислый раствор 
высокомолекулярного ХТЗ-640. Во времени [η] 
этого раствора уменьшается всего лишь на ~20%. 
При этом рН и мутность как кислотно-солевых, 
так и уксуснокислых растворов во времени прак-
тически не изменяются (см. табл. 2).

Полученные закономерности падения [η] 
растворов хитозана при длительном хранении, 
по-видимому, можно объяснить агрегированием 
ионных пар и ион-ионно-водородных макромо-
лекулярных комплексов с формированием так 
называемых мультиплетов (терминология [33, 
40]), далее будем называть этот процесс ионной 
агрегацией. Протекание данного процесса в 
кислотно-солевой среде более предпочтительно 
в сравнение с водно-кислотной [40], что и под-
тверждается бóльшим эффектом падения [η] 
растворов в ацетатном буфере, чем в CH3COOН. 
Кроме того, данное предположение согласуется с 
наблюдаемым более существенным изменением 
электропроводности уксуснокислых растворов 
хитозана при их хранении по сравнению с раство-
рами в присутствии сильного электролита (см. 
табл. 2). Еще одним подтверждением возможного 
агрегирования является визуализация методом 
сканирующей силовой микроскопии индивиду-
альных макромолекул в форме протяженных оди-
ночных нитей и их агрегатов, присутствующих в 
исходном и хранившемся разбавленном растворе 
хитозана в Na-ацетатном буфере (рН = 5.1) [42]. 
В этой связи обнаруженную более выраженную 
нестабильность растворов ХТЗ-640 в условиях 
подавления полиэлектролитного эффекта можно 
связать с большей склонностью к ионной агрега-
ции высокомолекулярных образцов полимера [8]. 

Данное предположение подтверждает и 
исследование флокулирующей активности по-
лисахарида. Как и следовало ожидать, эффект 
флокуляции исходных растворов в ацетатном 

Рис. 6. Зависимость относительной мутности системы 
ацетатный буфер − каолин − хитозан от концентрации 
растворов ХТЗ-640 (а), ХТЗ-640 П (б) и ХТЗ-50 (в): ис-
пользовали растворы С = 0.05 г/дл с временем хранения 
0 (1 а, 1 б), 20 (2 а, 2 б) и ~240 сут (3 а), а также С = 0.5 г/дл 
с временем хранения 0 (1 в), 28 (2 в) и ~240 сут (4 а)

буфере проявляется в некотором диапазоне 
концентраций хитозана, вне которого про-
исходит стабилизация дисперсии каолина. 
Флокулирующая способность образцов ХТЗ-
640 и ХТЗ-640 П практически одинакова и 
составляет ~100% (рис. 6, а, б; кривые 1). 

 

а

б

в
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Эффект флокуляции низкомолекулярного об-
разца ХТЗ-50 несколько ниже, однако тоже до-
статочно высокий, ~80% (рис. 6, в; кривая 1). 
Хранение растворов ХТЗ-640 и ХТЗ-640 П 
слабо влияет на флокулирующие свойства об-
разцов. Некоторое снижение флокулирующей 
активности до ~90% через ~20 сут хранения, в 
последующие ~240 сут выдерживания раствора 
более не проявляется (см. рис. 6, а, б; кривые 
2−4). Диапазон концентраций полимера, обе-
спечивающих высокую степень осветления 
системы, также практически не изменяется. 
Наблюдается лишь небольшое повышение опти-
мальной концентрации полимера. Для раствора 
ХТЗ-50 через ~28 сут хранения наблюдается не-
которое снижение флокулирующей способности 
полимера до ~60−70% и сужение диапазона 
флокулирующих концентраций (см. рис. 6, в; кри-

вая 2), что, по-видимому, обусловлено меньшей 
скоростью формирования агрегатов (мультипле-
тов) макромолекул низкомолекулярного образца 
во времени.

Флокулирующее действие исходных и 
хра нившихся растворов хитозана разной M   
укладывается в концепцию об агрегативном 
механизме флокуляции, когда адсорбция ма-
кромолекулярных агрегатов на поверхности 
коллоидных частиц более предпочтительна, чем 
индивидуальных макромолекул. На это указы-
вает и существенное понижение коэффициента 
самодиффузии макромолекул хитозана в про-
цессе хранения полимерной системы (рис. 7, 
кривая 1; табл. 4). В совокупности полученные 
результаты еще раз позволяют удостовериться в 
отсутствии деструкции полимерных цепей при 
хранении растворов хитозана.

Рис. 7. Диаграмма изменения свойств системы ХТЗ-640 − ацетатный буфер С = 0.05 г/дл во времени. 
Кинетика коэффициента самодиффузии (1), мутности (2) и относительного предельного числа вязкости (3). 
На вставках: а, б − СЭМ фотографии образцов, выделенных из исходной (а) и хранившейся ~790 сут 
системы (б); в − рентгеновские дифрактограммы исходного порошка хитозана (4), пленки ацетата 
хитозана (5) и порошка, выделенного из системы через ~1850 сут ее хранения (6). I, II и III − этапы 

структурообразования полимерной системы при хранении, см. пояснение в тексте

в

ба

                                                                                                                                          Таблица 4
Коэффициент самодиффузии макромолекул и предельное число вязкости 

растворов хитозана в ацетатном буфере

Образец С, г/дл t, сут Ds  1010, м2/с [], дл/г

ХТЗ-640
0.50

5 6.4800 11.0
20 0.2000 10.5

0.05 215 0.0012 1.90
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Отдельного внимания заслуживает факт 
инвариантности мутности систем в течение 
~240 сут (см. рис. 7, кривая 2; см. табл. 2). Это 
может быть обусловлено, с одной стороны, отсут-
ствием четкой поверхности на границе раздела 
фаз агрегированные ионные комплексы − дис-
персионная среда. С другой стороны, малые 
размер и числовая концентрация мультиплетов 
и их агрегатов не оказывают существенного 
влияния на оптическую плотность растворов на 
данном этапе их хранения. Однако в дальнейшем 
мутность понижается практически до нулевого 
значения. По-видимому, начавшаяся на данном 
временном этапе агрегация ионных комплексов 
продолжает развиваться, вплоть до формирова-
ния частиц новой фазы. Зафиксировать данные 
процессы удалось на третьем этапе при хранении 
хитозансодержащих систем более 700 сут.

Во-первых, изменения в структурной орга-
низации хранившихся растворов, обусловленные 
конформационными перестройками и ионной 
агрегацией макромолекул, наглядно показали 
результаты СЭМ морфологии поверхности по-
лимерной структуры, выделенной быстрым вы-
сушиванием капли исходного и хранившегося 
растворов хитозана на стеклянной поверхно-
сти. Например, исходный раствор ХТЗ-640 при 
данном способе препарирования формирует 
рыхлую структуру, представленную скоплением 
чешуек размером ~5−15 мкм (см. рис. 7, а). Тот 
же раствор через ~790 сут показывает частицы 
практически правильной сферической формы и 
размером ~0.3−3.3 мкм (см. рис. 7, б).

Во-вторых, через ~1800 сут хранения было 
зафиксировано фазовое разделение исследуемых 
систем с выпадением осадка, легко отделяемого 
фильтрованием. Нерастворимость в воде ука-

зывает на отсутствие в осадке солевой формы 
хитозана. В-третьих, выделившаяся полимерная 
фаза коренным образом отличается по структуре 
от исходного порошкообразного образца.

В качестве примера на рис. 7, в приведены 
рентгеновские дифрактограммы, а в табл. 5 – 
межплоскостные расстояния (d, Å) и степень 
кристалличности воздушно-сухих образцов по-
рошка полимерной фазы, выделенной из систе-
мы ХТЗ-640 – вода – уксусная кислота – ацетат 
натрия через ~5 лет хранения, и для сравне-
ния – исходных порошка и пленки ХТЗ-640 в 
оснóвной и солевой форме соответственно. На 
дифрактограмме исходного порошка ХТЗ-640 
на фоне аморфного гало проявляются два широ-
ких кристаллических рефлекса при 2Θ ~ 10.4 и 
20.2 град, характерные для гидратированных (до 
8–10% связанной воды) структурных модифика-
ций I и II оснóвной формы хитозана (кривая 4) 
[43, 44]. Имеются также три незначительных 
по интенсивности пика при 2Θ ~ 14.7, 17.8 и 
28.0 град. Дифрактометрические кривые явля-
ются типичными для аморфно-кристаллических 
образцов хитозана со сравнительно низкой сте-
пенью кристалличности [10, 38, 44]. Данные о 
межплоскостных расстояниях в кристаллической 
решетке и степени кристалличности данного об-
разца согласуются с описанными в литературе 
[10, 45, 46]. Дифрактограмма самопроизвольно 
выделившейся полимерной фазы характеризу-
ется сужением и увеличением интенсивности 
рефлексов при 2Θ ~ 10.4 и 14.7 град, в значитель-
ной степени это затрагивает основной рефлекс 
полиморфной модификации I (кривая 6). Рефлекс 
полиморфной модификации II при 2Θ ~ 20.2 град, 
наоборот, значительно снижается по интенсив-
ности, кроме того, сдвигается в область 23.9 град. 

Таблица 5
Межплоскостные расстояния и степень кристалличности исходных порошка ХТЗ-640 

и пленки ацетата ХТЗ-640, а также порошка, самопроизвольно выделившегося из раствора ХТЗ-640 
в ацетатном буфере через ~1850 сут хранения

Исходный порошок полимера 
в оснóвной форме

Порошок самопроизвольно 
выделившейся фа зы Пленка полимера в солевой форме

2, град d, Å , % 2, град d, Å , % 2, град d, Å , %
10.4 8.6

36.8

10.4 8.4

82.0

9.1 9.5

25.4

14.7 6.0 14.7 6.0
− − 15.5 5.7

17.8 5.0 17.1 5.2
12.7 7.120.2 4.4 23.9 3.7

− − 27.0 3.3
28.0 3.2 28.4 3.1

19.4 4.7− − 29.6 3.0
− − 33.2 2.7
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Рефлексы при 17.8 и 28.0 град также смещаются 
до 17.1 и 28.4 град соответственно, однако их 
интенсивность заметно возрастает. Кроме того, 
появляются новые рефлексы при 2Θ ~ 15.5, 
27.0, 29.6 и 33.2 град. Причем пик при 15.5 град 
обусловлен формированием дегидратирован-
ной кристаллической решетки так называемой 
«отожженной» полиморфной модификации хито-
зана, характеризующейся укорочением основных 
параметров элементарной ячейки кристаллита 
[47]. При этом межплоскостные расстояния при 
углах дифракции 10.4, 23.9 и 28.4 град умень-
шаются, что, наряду с более высокой степенью 
кристалличности, свидетельствует об ориентаци-
онном упорядочении в структуре выделившейся 
полимерной фазы по сравнению с исходным 
образцом. Рефлексы, характерные для солевой 
формы хитозана при 2Θ ~ 8.0−9.0, 12.0 и 19.0 град 
(кривая 5) [38, 45, 48], не наблюдаются.

Обратимся еще раз к рис. 7, на котором на 
примере системы ХТЗ-640 − ацетатный буфер 
обобщены результаты изменения во времени 
основных свойств исследуемых в работе хито-
зансодержащих систем. В совокупности умень-
шение коэффициента самодиффузии и вязкости 
(кривые 1 и 3) при инвариантности мутности 
(кривая 2), а также увеличение инкремента пока-
зателя преломления при сохранении оптической 
и флокулирующей активности, пленкообразую-
щей способности хранившихся растворов хитоза-
на свидетельствуют об образовании ионных пар 
между макрокатионами и низкомолекулярными 
анионами (этап I) и их мультиплетов (этап II). 
Взаимодействие мультиплетов сопровождается 
формированием агрегатов, дальнейший рост 
размеров которых приводит в конечном счете 
к фазовому разделению полимерной системы 
(этап III). Значения мутности и относительного 
предельного числа вязкости при этом падают 
практически до нуля (кривые 2 и 3). 

Рентгеновская дифрактометрия показывает 
образование высококристаллической полиморф-
ной модификации полимера на третьем этапе 
хранения хитозансодержащей системы и, соот-
ветственно, позволяет идентифицировать тип 
фазового разделения как «жидкость−кристалл». 
Хорошо известно, что, несмотря на термодина-
мическую неустойчивость, аморфизированная 
структура полимера в стеклообразном состоянии 
может сохраняться по кинетическим причинам 
достаточно продолжительное время [49]. В таком 
состоянии может осуществляться лишь локаль-
ная подвижность структурных элементов, недо-
статочная для строгой трехмерной укладки сег-
ментов макроцепей в сравнительно протяженные 

кристаллические образования. Для протекания 
процесса кристаллизации необходимо развитие 
кооперативной, трансляционной молекулярной 
подвижности и реализация определенной кон-
формации макромолекул либо возникновение 
соответствующих флуктуационных ансамблей, 
что в случае хитозана может осуществляться 
в жидкофазном состоянии, в частности, в рас-
творах полимера в полярном растворителе. Нам 
представляется, что агрегаты мультиплетов в 
кислотно-солевом растворе хитозана выполня-
ют роль зародышей новой фазы. Поскольку в 
присутствии соли иономерное состояние более 
термодинамически выгодно в сравнении с по-
лиэлектролитным, во времени реализуется такое 
стабилизированное мультиплетами суперскол-
лапсированное состояние полимерной фазы, в 
котором практически все противоионы входят 
в состав ионных пар. Последнее предсказано 
теоретически [33, 40] и подтверждено экспери-
ментально для гелей полиэлектролитов в водно-
солевой среде в работах [50, 51]. Кристаллизуясь 
вместе с компонентами растворяющей смеси 
(противоионами), хитозан образует нетипичную 
для него новую кристаллическую решетку. Рас-
тянутая во времени кинетика кристаллизации, 
сополимерное строение и повышенная жесткость 
макроцепей аминополисахарида обусловливают 
малые скорости фазового превращения даже в 
разбавленной по полимеру хитозансодержащей 
системе.

По нашему мнению, полученные результа-
ты являются первым экспериментальным под-
тверждением теории фазового разделения в 
разбавленных растворах полиэлектролитов в 
хорошем растворителе [40] вследствие протека-
ющей во времени ионной агрегации (ассоциации) 
макроцепей.
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Hydrodynamic, optical, colloid-flocculating, film-forming and structural 
morphological properties of diluted chitosan solutions (50–640 kDa) 
in acetate buffer (0.33 М СН3СООН + 0.2 М СН3СOONa), both initial 
ones and stored for ~1,850 days, were studied. It has been established 
that the decrease in the intrinsic viscosity of solutions over time is 
manifested for the reprecipitated and high-molecular-weight samples 
of chitosan to a greater degree. The viscosity drop effect is not affected 
by the use of untreated or sterile degassed distilled water to dissolve 
the polymer. A decrease in the values of the self-diffusion coefficient 
of macromolecules and an increase in the refractive index increment 
of solutions were also observed in the course of storage. At the same 
time, optical, electrochemical and flocculating properties of the poly-
mer system showed a very slight change. A diagram of the kinetics 
of physicochemical properties of the chitosan–acetate buffer system 
is proposed, which includes three time stages with different patterns 
of structure formation. It is suggested that features of the properties 
of acid-salt solutions over time are controlled by the formation of ion 
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pairs of the polycation with acetate anions, their multiplets, followed 
by ionic aggregation of the structures formed and liquid-crystal phase 
separation of the polymer system. It was found that the spontaneously 
separated phase is represented by a highly crystalline polymorphic 
modification of the polymer with characteristic features of an «anhy-
drous» crystal lattice.
Keywords: viscosity, kinetics, crystallization, dilute solutions, chitosan.
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Высшие грибы – макробазидиомицеты имеют важное значение 
как продукты питания и биологические объекты для установле-
ния закономерностей функционирования, развития живых си-
стем, их отклика на действие эффекторов различной природы. 
Недостаточно высокая активность антиоксидантной системы 
живых организмов, не позволяющая преодолеть негативные 
последствия окислительного стресса (избыточный уровень сво-
бодных радикалов в клетках) – причина старения и отмирания 
организмов. Ярко выраженными антиоксидантными свойствами 
обладают соединения селена, который является также жизнен-
но важным микроэлементом с уникальными биологическими 
функциями. Селенсодержащие соединения обладают широким 
спектром биологического действия. Одним из показателей анти-
оксидантного действия служит антирадикальная активность, 
определяемая по реакции с участием стабильного свободно-
го радикала дифенилпикрилгидразила (ДФПГ) (C6H5)2N–N•–
C6H2(NO2)3-2,4,6. Другим важным индексом антиоксидантной 
активности является уровень пероксидного окисления липидов 

(ПОЛ), оцениваемый по реакции с тиобарбитуровой кислотой 
(ТБК). Ввиду токсичности неорганических соединений селена в 
качестве антиоксидантных и микроэлементных добавок при куль-
тивировании базидиомицетов перспективны селенорганические 
соединения. Поэтому следует осуществить контрольные реакции 
селенорганических соединений с ДФПГ и ТБК. Цель настоящей 
работы – выяснение возможности взаимодействия трёх органи-
ческих селенидов и соли дигидроселенохромилия с ДФПГ и ТБК. 
Типовые методики определения антирадикальной активности 
и уровня ПОЛ адаптированы к цели исследования. Спектрофо-
тометрическим методом с привлечением квантовохимических 
расчётов на уровне теории B3LYP/6-311++G(d,p) и NBO-анализа 
изучено взаимодействие ряда селенорганических и модельных 
соединений с ДФПГ. Показано, что диацетофенонилселенид 
C6H5COCH2SeCH2COC6H5 почти не ингибирует ДФПГ. Уровень 
ингибирования наиболее высок в случае 2-(4-бромфенил)-4-
фенил-7,8-бензо-5,6-дигидро-4Н-селенохромена и особенно 
перхлората 2,4-дифенил-7,8-бензо-5,6-дигидроселенохромилия. 
Для соли значительная степень ингибирования может быть свя-
зана с активацией метиленовых групп в элементоорганическом 
катионе за счёт приобретения гетерокольцом положительного 
заряда. В смеси селенорганического (диацетофенонилселенид, 
дигидроселенохромены, соль дигидроселенохромилия) или мо-
дельного соединения с ТБК не образуются продукты, имеющие 
полосы поглощения в видимой области спектра.
Ключевые слова: селенорганические соединения, диацето-
фенонилселенид, дигидроселенохромены, соли дигидроселе-
нохромилия, ДФПГ, тиобарбитуровая кислота, ингибирование, 
спектрофотометрия, квантовохимические расчёты, теория функ-
ционала плотности, B3LYP, NBO-анализ.
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Высшие грибы ‒ макробазидиомицеты имеют 
важное значение как продукты питания и биоло-
гические объекты для установления закономерно-
стей функционирования, развития живых систем, 
их отклика на действие эффекторов различной 
природы.

Недостаточно высокая активность антиок-
сидантной системы живых организмов, не по-
зволяющая преодолеть негативные последствия 
окислительного стресса (избыточный уровень 
свободных радикалов в клетках) – причина ста-
рения и отмирания организмов [1‒3].

Для повышения устойчивости культур 
высших грибов к окислительному стрессу, для 
обеспечения их редокс-статуса, адекватного в 
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плане клеточной дифференциации и перехода к 
генеративной стадии, используют антиоксиданты.

Ярко выраженными антиоксидантными свой-
ствами обладают соединения селена, который 
является также жизненно важным микроэлемен-
том с уникальными биологическими функциями. 
Селенсодержащие соединения обладают широким 
спектром биологического действия (см. библио-
графию работы [4]).

Одним из показателей антиоксидантного 
действия служит антирадикальная активность, 
определяемая по реакции [5] с участием ста-
бильного свободного радикала 1,1-дифенил-2-
пикрилгидразила (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил, 
N,N-дифенил-N’-пикрилгидразил ,  ДФПГ) 
(C6H5)2N–N•–C6H2(NO2)3-2,4,6 ([6‒9] и др.).

Другим важным индексом антиоксидантной 
активности является уровень пероксидного окис-
ления липидов (ПОЛ) [10‒18], оцениваемый по 
реакции [5] с тиобарбитуровой кислотой (ТБК).

Ввиду токсичности неорганических соеди-
нений селена в качестве антиоксидантных и 
микроэлементных добавок при культивировании 
базидиомицетов перспективны селенорганиче-
ские соединения.

При биотестировании названных соединений 
понадобится учёт возможного взаимодействия са-
мих добавок с ДФПГ и ТБК. Кроме того, вероятно 
присутствующие в исходных реактивах и/или воз-
никающие при лабораторной процедуре синтеза 
Se-органических веществ микропримеси могут 
повлиять на чистоту антиоксидантных тестов.

Поэтому следует осуществить контрольные 
(«холостые») реакции селенорганических соеди-
нений с ДФПГ и ТБК.

При параллельном проведении биотестовых 
и контрольных реакций с ДФПГ и ТБК влияние 
растворителя и микропримесей релятивизируется, 
поэтому и в нашей работе необходимость учёта их 
возможного взаимодействия с селенорганически-
ми веществами, ДФПГ и ТБК отсутствует. Кроме 
того, методики [5] определения антирадикальной 
активности и уровня ПОЛ общеприняты, доказали 
свою надёжность и не отягощены взаимодействи-
ем ДФПГ и ТБК с растворителем (этанолом).

Цель настоящей работы − выяснение воз-
можности взаимодействия трёх органических 
селенидов и соли дигидроселенохромилия с 
дифенилпикрилгидразилом и тиобарбитуровой 
кислотой.

Материалы и методы

1. Объекты и методы экспериментального
исследования
Объектами исследования (рис. 1) слу-

жили, во-первых, следующие органические 
соединения селена: 1,5-дифенилселенопентан-
дион-1,5 (диацетофенонилселенид, бис(бен-
зоилметил)селенид ,  препарат  ДАФС-25) 
C6H5COCH2SeCH2COC6H5 (1), 2,4-дифенил-
7,8-бензо-5,6-дигидро-4Н-селенохромен (2), 
2-(4-бромфенил)-4-фенил-7,8-бензо-5,6-дигидро-
4Н-селенохромен (3) и перхлорат 2,4-дифенил-
7,8-бензо-5,6-дигидроселенохромилия (4) [19–24].

Рис. 1. Селенорганические соединения
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Другую группу объектов исследования со-
ставляли модельные соединения: циклогексан 
C6H12, бензол C6H6, этилбензол C6H5CH2CH3, 
ацетофенон C6H5COCH3, бромбензол C6H5Br.

Для изучения взаимодействия химических 
соединений с ДФПГ и ТБК нами адаптированы 
методики, изложенные в книге [5]. Поскольку 
реализованные в нашей работе методики не-
сколько отличаются от стандартных [5], мы сочли 
необходимым привести их в статье по сути как 
фрагмент обсуждения результатов, попавший 
в силу специфики своего содержания в раздел 
«Материалы и методы».

Концентрация селенорганических соеди-
нений 1-4 и модельных веществ была той же, 
что и в культуральных жидкостях при выра-
щивании культур высших грибов, а именно 
1.00∙10−4 моль/л. По точной навеске готовят 
1.00∙10−2 M раствор вещества 1 в 96 об. %-ном 
водном этаноле CH3CH2OH. Соединения 2‒4 
растворяют с концентрацией 1.00∙10−2 моль/л 
в смеси 96 об. %-ный этанол − 2-пирролидон 
(рис. 2) − диметилсульфоксид (CH3)2S→O в объ-
ёмном соотношении 3 : 3 : 1. Исходные 1.00.10−2 M 
растворы веществ 1‒4 разбавляют 80 об. %-ным 
этанолом до концентрации 1.00∙10−4 моль/л. 
1.00∙10−2 M растворы жидких модельных соеди-
нений приготавливают путём растворения рассчи-
танных объёмов веществ в 80 об. %-ном этаноле; 
этим же растворителем производят разбавление 
до рабочей концентрации 1.00∙10−4 моль/л.

Рис. 2. 2-Пирролидон

2. Изучение взаимодействия 
селенорганических и модельных 
соединений с дифенилпикрилгидразилом 
(рис. 3)
Используют 0.1 мМ раствор ДФПГ в 80 об. 

%-ном водном этаноле. Массу ДФПГ для при-
готовления раствора вычисляют по формуле: 
m = McV∙10−6, где m – масса ДФПГ, г; M – мо-
лярная масса ДФПГ, равная 394.33 г/моль; 
с – концентрация раствора ДФПГ (0.1 ммоль/л); 
V – необходимый объём раствора, мл. На 25 мл 
раствора берут навеску 0.0010 г ДФПГ. Для 
ускорения и обеспечения полноты растворения 
вещества используют ультразвук (частота акусти-
ческих колебаний 30‒40 МГц, время 10‒15 мин, 
температура 27 ºC), генерируемый в ультразву-
ковой ванне «Сапфир» (Россия). Раствор хранят 
не более двух суток.

Рис. 3. Дифенилпикрилгидразил (ДФПГ)

Строят градуировочную характеристику по 
тролоксу (6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-
2-карбоновая кислота) (рис. 4) в координатах 
процент ингибирования − количество вещества. 
Для этого растворяют 3 мг тролокса в 2.4 мл 
80 об. %-ного этанола. Раствор нестоек, хранится 
не более двух суток. Для каждого образца выпол-
няют три параллельных опыта. В контрольную 
пробирку (контрольный опыт) вносят только 
2 мл этанола. Инициирование реакции производят 
путём добавления в реакционную смесь по 2 мл 
раствора ДФПГ. Пробирки хорошо встряхивают 
и оставляют на 30 мин в темноте. По истечении 
указанного времени регистрируют электронные 
абсорбционные спектры. Берут значения оптиче-
ской плотности растворов при одной длине волны 
во всех опытах (λ = 517 нм).

O2N

NO2

O2N

NN

Рис. 4. Тролокс

Для расчёта процента ингибирования ис-
пользуют формулу

процент ингибирования = 0

0
100xA A

A ,

где А0 – оптическая плотность в отсутствие анти-
оксидантов (контроль); Ах – оптическая плотность 
исследуемого раствора. По градуировочному гра-
фику находят количество вещества, вступившего 
в реакцию с ДФПГ.

3. Изучение взаимодействия 
селенорганических соединений 
с тиобарбитуровой кислотой (рис. 5)
Используют 0.25 масс. %-ный водный раствор 

ТБК. К 2 мл образца приливают 1 мл 0.25 %-ного 
водного раствора ТБК и помещают пробы на 
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10 минут в кипящую водяную баню. После раз-
вития розовой окраски реакционную смесь ох-
лаждают и центрифугируют в течение 10 минут. 
В качестве контроля используют смесь этанола и 
0.25 %-ного водного раствора ТБК. Оптическую 
плотность измеряют при длине волны λ = 532 нм.

Для регистрации электронных спектров по-
глощения при исследовании реакций с участием 
как ДФПГ, так и ТБК применяют спектрофотометр 
Shimadzu UV-1800 (Япония).

Рис. 5. Тиобарбитуровая кислота (ТБК)

4. Методика квантовохимического 
исследования
Исследование осуществлено методом тео-

рии функционала плотности (Density Functional 
Theory, DFT) [25–28] в варианте B3LYP [29‒31] 
с базисным набором 6-311++G(d,p) [32, 33] с 
привлечением анализа натуральных связевых 

орбиталей (Natural Bond Orbital Analysis, NBO-
анализ) [34‒39]. Квантовохимические расчёты 
проведены с использованием критерия сходимо-
сти «tight» [31, 40] по программам пакета Gaussian 
03W [41]. NBO-анализ реализован по программе 
NBO 3.1 [39].

Результаты и их обсуждение

1. Взаимодействие селенорганических 
и модельных соединений 
с дифенилпикрилгид разилом
Антирадикальная активность служит мерой 

антиоксидантного действия веществ. Суть спосо-
ба определения антирадикальной активности [5] 
заключается в снижении оптической плотности 
раствора стабильного свободного радикала ДФПГ 
(C6H5)2N–N•–C6H2(NO2)3-2,4,6 в присутствии 
антиоксидантов вследствие протекания его реак-
ций с радикалами R• (рис. 6) ([6‒9] и др.):

В приведённой на рис. 6 схеме под R• пони-
маются радикалы как уже имеющиеся в биоло-
гической среде, так и образующиеся в результате 
отрыва дифенилпикрилгидразилом атома водо-
рода H• (в особенности подвижного) от молекул 
компонентов этой среды и введённых антиокси-
дантов либо других химических эффекторов.

Рис. 6. Схема взаимодействия радикалов R• с ДФПГ

Чтобы опосредованно оценить возможность 
участия тех или иных связей C–H или C–Br рас-
сматриваемых селенорганических молекулярных 
систем в реакции с ДФПГ, нами наряду с веще-
ствами 1–4, в названной реакции были изучены 
модельные соединения: циклогексан (неактиви-
рованная метиленовая группа CH2), бензол (связь 
C–H в ароматическом кольце), этилбензол (CH2-
звено по соседству с ароматической системой), 
ацетофенон (связи C–H в α-положении к карбо-
нильной группе C=O), бромбензол (связь CAr–Br).

Результаты исследования реакции ингибиро-
вания ДФПГ показаны в таблице и на рис. 7‒10. В 
таблице границы доверительных интервалов для 
значений количества вещества n приведены при чис-
ле измерений (объёме выборки) 3, числе степеней 
свободы 2, уровне доверительной вероятности 0.95.

Количество вещества, вступившего в реакцию 
с ДФПГ (n); мольная доля прореагировавшего 
вещества (ν) для селенорганических (1‒4) 

и модельных соединений
Соединение n, мкмоль sr* ν

1 1.0 ± 0.2 0.07 0.01
2 14 ± 3 0.08 0.14
3 41 ± 8 0.08 0.41
4 51 ± 6 0.05 0.51
Циклогексан 7 ± 4 0.2 0.07
Бензол 6 ± 2 0.04 0.06
Этилбензол 10 ± 2 0.07 0.10
Ацетофенон 12 ± 4 0.03 0.12
Бромбензол 12 ± 1 0.04 0.12

Примечание. *sr − относительное стандартное от-
клонение.
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Рис. 10. Диаграмма ингибирования ДФПГ: мольная доля 
прореагировавшего вещества (ν). Нумерация соединений: 
1 − 1, 2 − 2, 3 − 3, 4 − 4, 5 − циклогексан, 6 − бензол, 7 − 

этилбензол, 8 − ацетофенон, 9 − бромбензол

Рис. 7. Спектры поглощения реакционных смесей ингиби-
рования ДФПГ. Нумерация соединений: 1 − 1, 2 − 2, 3 − 3, 

4 − 4, 5 − контрольный раствор

Рис. 8. Спектры поглощения реакционных смесей ингиби-
рования ДФПГ. Нумерация соединений: 1 − циклогексан, 
2 − бензол, 3 − этилбензол, 4 − ацетофенон, 5 − бромбензол, 

6 − контрольный раствор

Рис. 9. Диаграмма ингибирования ДФПГ: количество ве-
щества, вступившего в реакцию с ДФПГ (n). Нумерация 
соединений: 1 − 1, 2 − 2, 3 − 3, 4 − 4, 5 − циклогексан, 
6 − бензол, 7 − этилбензол, 8 − ацетофенон, 9 − бромбензол

Широкий в ряде случаев доверительный 
интервал (см. таблицу) обусловлен «потерей точ-
ности при вычитании» в ходе разностных оценок 
(A0 − Ax).

Модельные вещества, как и соединения 1–4, 
проявляют эффект ингибирования ДФПГ. При 
этом степень протекания указанного процесса не-
сколько больше в случае систем с более или менее 
активированными связями C–H: для этилбензола 
и ацетофенона выше, нежели для циклогексана; 
для бромбензола выше, чем для бензола.

Почти не ингибирует ДФПГ диацетофе-
нонилселенид C6H5COCH2SeCH2COC6H5 (1). 
Степень превращения вещества 1 (см. таблицу) 
даже ниже, чем в случае ацетофенона и дру-
гих модельных соединений. Возможным объ-
яснением этому служит экранирование атома 
азота − центра радикальной атаки в ДФПГ в 
сочетании со стерической малодоступностью 
CH2-групп в селениде 1.

Ингибирующий эффект вещества 2 весьма 
близок к таковому для этилбензола, ацетофенона 
и бромбензола.

Наибольшую степень ингибирования ДФПГ 
демонстрируют соединения 3 и 4, особенно по-
следнее.

Наиболее высокий уровень ингибирования 
ДФПГ для соли 4 может быть связан с активацией 
метиленовых групп CH2 в катионе 4 за счёт при-
обретения гетерокольцом положительного заряда. 
Последнее подтверждается проведёнными нами 
на уровне теории B3LYP/6-311++G(d,p) квантово-
химическими расчётами, показавшими, что сумма 
значений натурального заряда атомов углерода и 
селена гетероцикла в системах 2‒4 составляет: 
−0.474 (2), −0.481 (3), 0.300 (изолированный кати-
он 4 без перхлорат-аниона ClO4

−), 0.415 (соль 4).

Под контрольным на рис. 7‒10 понимается 
раствор ДФПГ в отсутствие других веществ (1‒4 
либо модельных).

 

A

A

n, мкмоль

v
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Более строгое объяснение результатов 
срав нительного экспериментального изучения 
ингибирования ДФПГ соединениями 1‒4 и мо-
дельными веществами может быть осуществлено 
лишь с привлечением дополнительных методов 
исследования: ядерного магнитного резонанса 
(ЯМР) на ядрах 1H, 13C, 15N, 81Br, электронного 
парамагнитного резонанса (ЭПР), химически 
индуцированной динамической поляризации ядер 
(ХИДПЯ) и др. [42, 43].

2. Взаимодействие селенорганических 
и модельных соединений 
с тиобарбитуровой кислотой
Ещё одна величина служит мерой антиок-

сидантного действия. Это уровень пероксидного 
окисления липидов, оцениваемый по реакции с 
ТБК.

Пероксидное окисление липидов (ПОЛ) − их 
окислительная деградация, происходящая в ос-
новном под воздействием свободных радикалов 
[10–18].

Наши эксперименты как с веществами 1‒4, 
так и с модельными соединениями (циклогексан, 
бензол, этилбензол, ацетофенон, бромбензол) 
привели к отрицательным результатам. Ника-
кие из названных соединений не приводят к 
образованию окрашенных форм с максимумом 
поглощения в области λ = 532 нм, характерного 
для продуктов взаимодействия ТБК с дикарбо-
нилами (большей частью 1,2- и 1,3-дикарбониль-
ными соединениями) − интермедиатами реакции 
ПОЛ [5, 18]. Более того, не возникают вообще 
какие-либо продукты, поглощающие в видимой 
области спектра.

Заключение

1. Типовые методики определения антиради-
кальной активности и уровня ПОЛ адаптированы 
к задаче выяснения возможности взаимодействия 
органических соединений селена с ДФПГ и ТБК.

2. Диацетофенонилселенид почти не инги-
бирует ДФПГ. Уровень ингибирования наиболее 
высок в случае 2-(4-бромфенил)-4-фенил-7,8-
бензо-5,6-дигидро-4Н-селенохромена и осо-
бенно перхлората 2,4-дифенил-7,8-бензо-5,6-
дигидроселенохромилия. Для соли значительная 
степень ингибирования может быть связана с 
активацией метиленовых групп в элементоорга-
ническом катионе за счёт приобретения гетеро-
кольцом положительного заряда.

3. В смеси селенорганического (диацетофено-
нилселенид, дигидроселенохромены, соль диги-
дроселенохромилия) или модельного соединения 
с ТБК не образуются продукты, имеющие полосы 
поглощения в видимой области спектра.
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Higher fungi – basidiomycetes play significant role as food and bio-
logical subjects for establishing the regularities of the living systems’ 
operation, development and response to the different-nature effectors 
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impact. Insufficient activity of the living organisms’ antioxidant system 
interfering the ability of overcoming the negative consequences of 
oxidative stress (excessive level of free radicals in cells) is believed 
to be a reason for the organisms aging and death. For enhancing the 
sustainability of mushroom cultures to the oxidative stress, and for 
providing their adequate redox status in respect to cytodifferentia-
tion and transition to the generative stage, antioxidants are utilized. 
Profound antioxidant properties are attributed to the compounds of 
selenium, which is also an essential microelement. One of the antioxi-
dant action indicators is the antiradical activity determined by means 
of the reaction occurring with the participation of stable free radical 
diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) (C6H5)2N–N•–C6H2(NO2)3-2,4,6. 
Another important antioxidant activity rate is the lipid peroxidation 
(LPO) level assessed by the reaction the reaction with thiobarbituric 
acid. In view of toxicity of inorganic selenium compounds, just the 
organoselenium ones are promising as the antioxidant and microele-
ment supplementations at the basidiomycetes cultivation. With a view 
to future testing of the aforesaid compounds as a kind of supplement, 
their own possible interaction with DPPH and TBA must be explored 
to take that into account. That is why the implementation of reference 
reactions between the organoselenium compounds and DPPH should 
be provided. The present work is aimed to clarify the possibilities of 
interaction of three organic selenides and dihydroselenochromilium 
salt with DPPH. Conventional determination techniques for the an-
tiradical activity and LPO level have been adjusted to the research 
goal. By means of spectrophotometric method involving quantum 
chemical computations at a B3LYP/6-311++G(d,p) level of theory, and 
NBO-analysis, we studied a number of organoselenium and model 
compounds interaction with DPPH and TBA. It has been shown that 
diacetophenonylselenide C6H5COCH2SeCH2COC6H5 barely inhibits 
DPPH. The inhibition level is rather high with 2-(4-bromophenyl)-4-
phenyl-7,8-benzo-5,6-dihydro-4Н-selenochromene, and especially 
with 2,4-diphenyl-7,8-benzo-5,6-dihydroselenochromilium perchlo-
rate. Considerable extent of inhibition of the latter salt could be 
related to the activation of methylene groups in organoelement 
cation on account of positive charge acquisition by heteroring. The 
mixture of organoselenium (diacetophenonylselenide, dihydrosele-
nochromenes, dihydroselenochromilium salt) or model compound 
with TBA does not yield any products with the absorbance bands in 
the visible spectrum region.
Keywords: organoselenium compounds, diacetophenonylselenide, 
dihydroselenochromenes, dihydroselenochromilium salts, DPPH, 
thiobarbituric acid, inhibition, spectrophotometry, quantum chemi-
cal computations, density functional theory, B3LYP, NBO analysis.
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Рак желудка является главной причиной смертности среди онко-
логических заболеваний желудочно-кишечного тракта, что свя-
зывают с трудностью ранней диагностики этого заболевания. 
Данное исследование направлено на разработку нового метода 
диагностики рака желудка с использованием фотосенсибили-
затора дельта-аминолевулиновая кислота/протопорфирин IX 
(5-АЛК/ПпIX). Эксперименты проведены на белых беспородных 
крысах средней массой 250 грамм. Животные были поделены 
на 2 группы:  контрольную и экспериментальную (стресс + ни-
трозаминовая диета). Результаты исследований, усредненные 
для данного типа ткани, ясно показывают существенные раз-
личия между нормальными, предраковыми и злокачественными 
изменениями в тканях желудка крыс на фоне применения фото-
динамической диагностики. Флуоресценция злокачественных 
новообразований в органе была максимальной при 635 нм, что 
соответствует максимуму эмиссии протопорфирина за  счет вы-
сокого накопления фотосенсибилизатора в пораженных тканях. 
Наиболее важным результатом исследований стало выявление 
предраковых изменений (атрофического гастрита, подтвержден-
ного гистологическими методами) с использованием фотоди-
намической диагностики с фотосенсибилизат ором 5-АЛК/ПпIX. 
Интенсивность флуоресценции в случае предраковых изменений 
занимала промежуточное значение между таковой в нормальных 
тканях и в злокачественных клетках желудка.
Ключевые слова: аденокарцинома, фотодинамическая диа-
г ностика, фотосенсибилизаторы, перекисное окисление ли-
пидов.

DOI: https://doi.org/10.18500/1816-9775-2019-19-1-50-57

Введение

Рак желудка является основной причиной 
смертей среди онкологических больных в мире 
[1, 2]. По оценке Американского онкологического 
общества, в 2017 г. в Соединенных Штатах было 
диагностировано около 28 000 новых случаев 
заболевания раком желудка (17 750 мужчин и 
10 250 женщин); по прогнозам в течение после-
дующих 5 лет около 10 960 человек из них умрут 
(6720 мужчин и 4240 женщин). Причиной такой 
высокой смертности является поздняя постанов-
ка диагноза ‒ рак желудка выявляется только на 
поздних стадиях развития заболевания, так как 
протекает либо бессимптомно, либо маскируется 
под другие заболевания [3, 4].

Механизм развития рака желудка, несмотря 
на многочисленные исследования,  изучен не-
достаточно. Это связано также с отсутствием 
подходящих моделей животных, позволяющих 
изучать злокачественные новообразования, фак-
торы индуцирующие их развитие в органе. Так, 
существуют модели, которые либо используют 
иммунодефицитных грызунов, где лимитирова-
ны возможности изучения эндогенных факторов 
канцерогенеза, и особенно в их хроническом 
проявлении [5‒7]. Либо применяют сильные кан-
церогенные вещества, являющиеся токсичными, 
при которых животные умирают не только от 

рака, но и от сильной интоксикации [7‒9]. Таким 
образом, адекватные модели рака, позволяющие 
изучать развитие болезни с максимальной при-
ближенностью к естественным условиям, весьма 
востребованы. 

Известно, что стресс играет важную роль в 
развитии рака, включая  индуцирование развития 
злокачественных новообразований желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ) [10]. Такие стрессовые 
ситуации, как затяжные конфликты на работе, в 
семье, социальная изоляция и отсутствие соци-
альной поддержки, способствуют развитию рака 
[11]. Тем не менее роль стресса в инициации рака 
противоречива. В публикации Nature 2011 г. по-
казано, что хронический стресс играет основную 
роль в запуске необратимых изменений на уровне 
ДНК, приводящих к опухолевому перерождению 
тканей за счет активации сигнальной системы 
бета-2-адренорецепторы-бета-аррестин-1, по-
давляющей синтез белка р53, вследствие чего 
прогрессивно аккумулируются повреждения 
ДНК [12]. 

Другие факторы, такие как нитриты, которые 
широко представлены в ежедневно потребляемой 
пище (овощи и вода, колбасы, маринованные и 
соленые консервированные продукты), активно 
обсуждаются как источники канцерогенных для 
человека веществ [13]. Некоторые продукты, 
такие как копчённое мясо и сушеная соленая 
рыба, являющиеся источниками  экзогенных ни-
трозаминов, а также избыток соли, приводящий 
к повреждению защитной слизистой оболочки, 
повышают риск развития рака желудка [13]. 
Однако нет клинических и эпидемиологических 
доказательств того, что сами нитритсодержащие 
продукты могут вызывать рак желудка. 

В повседневной клинической практике для 
исследования тканей ЖКТ используют эндоско-
пию, однако только опытные гастроэнтерологи 
с длительной практикой в эндоскопических 
наблюдениях могут обнаруживать небольшие 
первоначальные изменения слизистой оболоч-
ки пищевода, желудка или толстой кишки. Эти 
ограничения стандартной эндоскопии являются 
серьезной проблемой в ранней диагностике рака 
ЖКТ и инициируют разработку новых фотодиа-
гностических методов [14, 15].

Известны два подхода флуоресцентного 
обнаружения ранней стадии развития опухоли в 
ЖКТ, которые основаны на детекции эндогенных 
(автофлуоресценция) и экзогенных флуорофоров 
(фотодиагностика). При применении экзогенных 
маркеров часто используются фотосенсибили-
заторы, как уже разработанные и разрешенные 
вещества для медицинской практики в рамках 
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их применения для инициирования фотодина-
мического эффекта при терапии опухолевых 
образований [16, 17]. Оба флуоресцентных под-
хода имеют свои преимущества и недостатки, 
связанные с низкоинтенсивным и комплексным 
сигналом при автофлуоресценции или необхо-
димостью вводить лекарственое средство паци-
енту при фотодиагностике. При использовании 
in vivo и эндоскопическом наблюдении особое 
значение имеет контраст сигнала свечения по-
врежденной ткани в сравнении со здоровой 
слизистой. Так как автофлуоресцентные изме-
нения не всегда ярко выражены, применение 
контрастирующих агентов типа фотосенсиби-
лизаторов резко увеличивает диагностическую 
точность и помога ет лучше визуализировать ос-
новную опухоль и находить близкие метастазы 
или вторичные образования [18]. Применение 
фотосенсибилизаторов дает возможность после 
первоначального диагностирования методом 
флуоресцентной спектроскопии использовать 
накопившийся в опухолевых участках сенсиби-
лизатор для иниицирования фотодинамической 
терапии, тем самым позволяя разр аботать новый 
метод лечения и оптимизацию тераностического 
применения данного подхода. 

Данное исследование было сфокусировано 
на разработке методики ранней фотодинамиче-
ской диагностики развития рака желудка у крыс с 
применением оригинальной модели, основанной 
на сочетании двух стрессовых факторов: про-
живания животных в условиях перенаселения, 
а также химического стресса, связанного с по-
треблением нитритов с водой и ароматического 
амина с пищей.

Материалы и методы 

Исследования проводились на белых бес-
породных крысах – самцах весом в среднем 
250 г. Животные были поделены на 2 группы: 1-я 
группа – контроль (интактные животные, n = 10); 
2-я группа – животные, подвергшиеся сочетан-
ному воздействию хронического стресса (пере-
население) и нитрозаминовой диеты (n = 20).

До проведения гистологических исследо-
ваний тканей желудка все крысы проходили 
флуоресцентную диагностику с помощью 
фотосенсибилизатора дельта-аминолевулино-
вая кислота/протопорфирин IX (5-АЛК/ПпIX). 
Физиологический раствор 5-АЛК  в дозе 20 мг/
кг вводили per os за 2 ч до начала экспериментов. 
После накопления и преобразования 5-АЛК в 
протопорфирин IX, который является флуо-
ресцентным маркером, делались спектральные 
измерения с применением фиброоптического 

зонда, детектор-микроспектрометрической 
системы USB4000 (Ocean Optics Inc, Dunedin, 
USA) с источником возбуждения на 405 нм 
(25 mW, LED-405, Polironik, Russia). 

По истечении 9 месяцев выводили животных 
из эксперимента, забирали органы для гистоло-
гического исследования, которое проводилось 
по стандартной методике с изготовлением па-
рафиновых блоков и окраской тонких срезов 
(3–5 мкм) гематоксилином и эозином.

Оценку интенсивности перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) проводили путем опре-
деления количества ТБК-активных продуктов 
в сыворотке крови по стандартной методике. 
Расчет содержания ТБК-активных продуктов 
производили по формуле

C = 
D535 − D570

0,156
× 16 ,

где C – содержание ТБК-активных продуктов 
в опытной пробе мкмоль/л; D535– оптическая 
плотность опытной пробы при 535 нм; D570 – оп-
тическая плотность опытной пробы при 570 нм; 
0,156 – коэффициент молярной экстинкции ком-
плекса малоновый альдегид – ТБК в л/мкмоль/см; 
16 – коэффициент разведения сыворотки.

При определении концентрации сиаловых 
кислот и муцинов в содержимом желудка об-
разцы предварительно подвергали центрифуги-
рованию в течение 10 мин при 10 000 об/мин, 
для дальнейшей работы использовали получен-
ный супернатант. Определение концентрации 
сиаловых кислот проводили с помощью набора 
«СиалоТест» (НПЦ «Эко-Сервис», Россия) после 
частичного кислотного гидролиза [19].  

Концентрацию C, ммоль/л, рассчитывали 
по формуле

C = 
Eобр − Cкал

Eкал
;

где Eобр – оптическая плотность опытной про-
бы; Cкал – концентрация кислот в калибраторе, 
2,2 ммоль/л; Eкал – оптическая плотность кали-
бровочной пробы.

Полученные результаты обработаны ме-
тодами статистики с применением t-критерия 
Стьюдента. Вычисляли среднее арифметическое, 
ошибку среднего арифметического по следую-
щим формулам:

,

где  – среднее арифметическое, ∑ – сумма 
значений показателей в данной группе, n – ко-
личество крыс в группе.

m = (Mmax – Mmin) × k, 
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где m – величина ошибки среднего арифметиче-
ского; Mmax, Mmin – максимальное и минимальное 
значение в группе; k – табличный коэффициент.

 ,

где Т – критерий Стьюдента; M1, M2 – средние 
арифметические значения; m1, m2 – ошибки 
среднего арифметического.

Для установления достоверности различий 
вариационных рядов определяли показатель до-
стоверности различий и по таблице Стьюдента 
находили величину отклонения (р). Различия 
считали достоверными при вероятности разли-
чий, превышающей 95% [20].

Результаты и их обсуждение 

Для изучения роли социального и химиче-
ского стрессов в развитии рака желудка крыс 
подвергали в течение 9 месяцев сочетанному 
воздействию хронического стресса (перенасе-
ление) и токсического воздействия нитрита и 
ароматического амина. Результаты исследования 
показали, что у 35% (7 из 20) крыс наблюдалось 
развитие атрофического гастрита, что является 
предраковым изменением [21] (рис. 1, а). 

У остальных 65% крыс (13 из 20) отмеча-
лись дисплазия и высокодифференцированная 
аденокарцинома желудка (см. рис. 1, б, в). У 
70% крыс с аденокарциномой желудка наблюда-
ли метастазы в легкие и печень (см. рис. 1, г, д). 

Метастатич еские узлы были представлены ско-
плением атипичных клеток с большими гипер-
хроматическими ядрами.

До гистологических исследований в экс-
перименте с применением флуоресцентной 
диагностики с помощью фотосенсибилизатора 
5-АЛК/ПпIX оценивали состояние слизистой 
оболочки желудка, выявляли наличие патологи-
ческих участков и подозрительных на рак очагов, 
далее проводили флуоресцентную визуализацию 
эпителия, осуществляя поиск очагов красной 
флу оресценции 5-АЛК-индуцированного ПпIX. 
Спектры измеряли по центру и на периферии 
флуоресцирующих интактных участков и пора-

женных тканей. Всего было измерено 280 спек-
тров флуоресценции, из ни х в точках нормальной 
слизистой оболочки – 120, в очагах воспаления 
слизистой оболочки – 160.

Результаты исследований, усредненные для 
данного типа ткани, представлены на рис. 2, где 
ясно отражены существенные различия между 
нормальными, предраковыми и злокачественными 
изменениями в тканях желудка крыс. Флуоресцен-
ция со злокачественных новообразований в органе 
была максимальной при 635 нм, где находится 
максимум эмиссии протопорфирина, за счет вы-
сокого накопления фотосенсибилизатора в тканях, 
что также обсуждается в других работах [22].

Рис. 1. Гистологический анализ различных органов крыс: а – атрофический гастрит; б – дисплазия желез в 
желудке; в – высокодифференцированная аденокарцинома желудка; г – метастазы в легком; д – метастазы в 

печени; е – нормальная слизистая желудка. Окраска гематоксилином и эозином

а б в

г д е
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Наиболее важным результатом явился тот 
факт, что предраковые изменения (атрофический 
гастрит), которые впоследствии подтверждались 
гистологически, также выявлялись в процессе 
фотодиагностики. Интенсивность флуоресцен-
ции в этом случае занимала проме жуточное 
значение между нормой и злокачественными по-
ражениями желудка. Нами обнаружено, что пик 
наиболее ярких изменений, т.е. диагностически 
значимых значений  флуоресценции приходился 
на диапазон лазерного возбуждения фотосен-
сибилизатора в 625‒650 нм. У нормальной сли-

зистой пик автофлюоресценции в районе 480‒
530 нм, где идет сигнал в основном от протеи-
новых кросс-линков и флавинов.

Параллельно были изучены биохимические 
показатели, свидетельствующие о развитии у 
животных стрессовой реакции на действие со-
циального и химического стресса. 

Исследования показали, что хроническое 
токсическое воздействие приводит к увеличению 
ко нцентрации продуктов ПОЛ в сыворотке крови 
в 3 раза (рис. 3), что является ярким показателем 
развития стрессовых процессов в организме [23]. 

Рис. 2. Спектр интенсивности флуоресценции с нормальной слизистой о бо-
лочки, предраковых и злокачественных новообразований слизистой оболочки 
желудка крыс после введения фотосенсибилизатора 5-AЛA; 1 – нормальная 
слизистая, 2 – предзлокачественные изменения, 3 – злокачественные изменения

Рис. 3. Изменение содержания ТБК-активных продуктов в сыворотке крови 
крыс под влиянием сочетанного действия нитрита натрия и толуидина, данные 

достоверны для P < 0.05 

Весьма показательными оказались анализы 
содержания сиаловых кислот в смывах желуд-
ка животных с выявленными патологиями по 

сравнению с интактными особями. Было по-
казано, что в контрольной группе концентрация 
сиаловых кислот в содержимом желудка соста-
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вила 0,751 ± 0,021 ммоль/л. В опытной группе 
концентрация достоверно повысилась на 15% и 
составила 0,864 ± 0,036 ммоль/л, что прямо ука-
зывает на разрушение гликопротеинов слизистой 
оболочки и высвобождение сиаловых кислот в 
просвет желудка. 

Заключение

Результаты in vivo и ex vivo исследований 
фотодинамической диагностики развития адено-
карциномы желудка у крыс выявили, что лазер-
ное излучение на длине волны 635 нм является 
оптимальным для максимального возбуждения 
фотосенсибилизатора 5-АЛК/ПпIX и фото-
диагностики предраковых и злокачественных 
образований в органе, подтвержденных гистоло-
гическими методами и биохимическим анализом 
изменения показателей ПОЛ крови. 

Фотодиагностика желудка проводится по 
интенсивности флуоресценции, которая зани-
мает промежуточное положение между нормой 
и явными признаками рака органа для ранних 
злокачественных изменений. Результаты экспе-
риментальных исследований являются важной 
информативной платформой для оптимизации 
фотодинамической ранней диагностики онко-
логии желудка в клинической практике при про-
ведении верхней флуоресцентной гастроскопии.
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Cancer of the stomach is the main cause of death among cancer 
diseases of the gastrointestinal tract. This is due to the late diagnosis. 
This study was aimed at developing new methods for diagnosis of 
gastric cancer using a photosensitizer 5-ALK / PIXIX. The experiments 
were carried out on white non-native rats with an average mass of 
250 grams. The animals were divided into 2 groups: control and  
experimental (stress + nitrosamine diet). The results of the studies, 
averaged for this type of tissue, clearly show significant differences 
between normal, precancerous and malignant changes in the stomach 
tissues of rats. The fluorescence from malignant neoplasms in the 
organ was maximal at 635 nm, where the protoporphyrin emission 
maximum is located due to the high accumulation of photosensitizer 
in the tissues. The most important result was the fact that precancer-
ous changes (atrophic gastritis), which subsequently were confirmed 
histologically, were also detected in the process of photodiagnostics. 
The intensity of fluorescence in this case occupied an intermediate 
value between the norm and malignant lesions of the stomach.
Keywords: stomach cancer, adenocarcenoma, photodynamic 
diagnostics, photosensitizers, POL.

Аcknowledgements: This work was sup-
ported by the Russian Science Foundation (project 
no. 18-15-00139). 

Reference 

1.   Torre L. A., BrayF., Ferlay J., Lortet-Tieulent J., Jemal A. 
Global cancer statistics, 2012. CA: A. Cancer Journal for 
Clinicians, 2015, vol. 65, no. 2, pp. 87‒108.

2.   American Cancer Society. Available at: https://www.
cancer.org/cancer/stomach-cancer/about/key-statistics.
html (accessed 24 April 2017).

3.   Davydov M. I., Axel E. M. Statistics of malignant neo-
plasms in Russia and CIS countries in 2009. Journal of 
N. N. Blokhin Russian Cancer Reserch Center RAMS, 
2011, vol. 22, no. 3, suppl.1 .172 p. (in Russian).

4.   Kostyukevich O. I., Karagodina Yu. Ya. Early diagnosis 
of malignant neoplasms of the gastrointestinal tract. 
RMJ, 2011, vol. 19, no. 19, pp. 1213–1216 (in Russian).

5.   Popova N. A. Models of experimental oncology. Soros. 
Educational Journal, 2000, vol. 6, no. 8, pp. 33–38 (in 
Russian).

22. Borisova E., Vladimirov B., Ivanova R., Avramov L. Light-
Induced Fluorescence Techniques for Gastrointestinal 
Tumour Detection // New Techniquesin Gastrointestinal 
Endoscopy / eds. O. Pascu, A. Seicean. In Tech. 2011. 
Ch. 14. P. 231–252.

23. Moylan S., Berk M., Dean O. M., Samuni Y., O’Neil A., 
Hayley A. C., Pasco J. A., Anderson G., Jacka F. N., 
Maes M. Oxidative &nitrosative stress in depression : 
Why somuch stress? // Neuroscience and Biobehavioral 
Reviews. 2014. Vol. 45. P. 46–62. 

Образец для цитирования:
Агранович И. М., Хороводов А. П., Мамедова А. Т., Шнитенкова А. А., Шиманова В. Э., Наволокин Н. А., Ващенко Т. С., 
Каневский М. В., Галицкая А. А., Коннова С. А., Борисова Е. Г., Семячкина-Глушковская О. В. Фотодинамическая диа-
гностика рака желудка // Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Химия. Биология. Экология. 2019. Т. 19, вып. 1. С. 50–57. 
DOI: https://doi.org/10.18500/1816-9775-2019-19-1-50-57



Биология 57

Сite this article as:
Agranovich I. M., Khorovodov A. P., Mamedova A. T., Shnitenkova A. A., Shimanova V. E., Navolokin N. A., Vaschenko Т. S., 
Kanevsky M. V., Galitskaya A. A., Konnova S. A., Borisova E. G., Semyachkina-Glushkovskaya O. V. Photodynamic Diagnostics 
of Stomach Cancer. Izv. Saratov Univ. (N. S.), Ser. Che mistry. Biology. Eco logy, 2019, vol. 19, iss. 1, pp. 50–57 (in Russian). 
DOI: https://doi.org/10.18500/1816-9775-2019-19-1-50-57

И. М. Агранович и др. Фотодинамическая диагностика рака желудка

6.   Lowy A. M. Transgenic models of pancr eatic cancer. 
Intern. J. of Gastrointestinal Cancer, 2003, vol. 33, no. 
1, pp. 71–78.

7.   Sintara K., Thong-Ngam D. Gastric cancer: the experi-
mental models. Thai J. Physiol. Sci., 2008, vol. 21, no. 1, 
pp. 31–38.

8.   Montesano R., Bartsch H. Mutagenic and carcinogenic 
N-nitroso compounds: possible environmental hazards. 
Mutation Research – Reviews in Genetic Toxicology, 1976, 
vol. 32, no. 3–4, pp. 179–227.

9.   Tricker A. R., Preussmann R. Carcinogenic N-nitrosamines 
in the diet: occurrence, formation, mechanisms and carci-
nogenic potential. Mutation Research – Genetic Toxicol-
ogy, 1991, vol. 259, no. 3–4, pp. 277–289.

10.  Moreno-Smith M., Lutgendorf S. K., Sood A. K. Impact 
of stress on cancer metastasis. Future Oncology, 2010, 
vol. 6, no. 12, pp. 1863–1881. 

11.  Spiegel D., Giese-Davis J. Depression and cancer: mecha-
nisms and disease progression. Biological Psychiatry, 
2003, vol. 54, no. 3, pp. 269–282. 

12.  Hara M. R., Kovacs J. J., Whalen E. J., Rajagopal S., 
Strachan R. T., Grant W., Towers A. J., Williams B., 
Lam Ch. M., Xiao K., Shenoy S. K., Gregory S. G., 
Ahn S., Duckett D. R., Lefkovitz R. J. A stress response 
pathway regulates DNA damage through β 2-adrenorecep-
tors and β-arrestin-1. Nature, 2011, vol. 477, no. 7364, 
pp. 349–353. 

13.  Jakszyn P., González C. A. Nitrosamine and related 
food intake and gastric and oesophageal cancer risk: 
a systematic review of the epidemiological evidence. 
World Journal of gastroenterology ( WJG), 2006, vol. 12, 
no. 27, pp. 4296–4303. 

14.  Borisova E., Semyachkina-Glushkovskaya O., Navolo-
kin N., Mantareva V., Angelov I., Agranovich I., Khoro-
vodov A., Shushunova N., Bodrova A., Fedosov I., Na-
mykin A., Abdurashitov A., Avramov L. Photodynamic 
diagnostics of stress-induced gastrointestinal neoplasia in 
laboratory animals using 5-aminolevulinic acid and Al-
phthalocyanine. Optical Diagnostics and Sensing XVIII: 
Toward Point-of-Care Diagnostics. International Society 
for Optics and Photonics, 2018, vol.10501, p. 105011E. 

15.  Tumlinson A. R., Hariri L. P., Utzinger U., Barton J. K. 
Miniature endoscope for simultaneous optical coher-
ence tomography and laser-induced fluorescence 
measurement. Applied Optics, 2004, vol. 43, no. 1, 
pp. 113–121. 

16.  Song L. M. W. K., Banerjee S.,Desilets D., Diehl D. L., 
Farraye F. A., Kaul V., Kethu S. R., Know R. S., Mamula P., 
Pedrosa M. C., RodriguezS. A., Tierney W. M. Auto-
fl uorescence imaging. Gastrointestinal Endoscopy, 2011, 
vol. 73, no. 4, pp. 647–650. 

17.  Song M., Ang T. L. Early detection of early gastric cancer 
using image-enhanced endoscopy: Current trends. Gastro-
intestinal Intervention, 2014, vol. 3, no. 1, pp. 1–7. 

18.  Johansson A., Kromer K., Sroka R., Stepp H. Clinical 
optical diagnostics–status and perspectives. Medical 
Laser Application, 2008, vol. 23, no. 4, pp.155–174.

19. Instrukciya po primeneniyu nabora reagentov dlya opre-
deleniya sialovyh kislot v syvorotke i plazme krovi (CAT 
№ B-12353) [Instruction for the use of a kit of reagents 
for determining the content of sialic acids in serum and 
blood plasma (CAT No. В-12353)]. St. Petersburg, SPC 
“Eco-Service”, 2009. 2 p. (in Russian).

20.  Zaitsev G. N. Metodika biometricheskih raschetov 
[Method of biometric calculations]. Moscow, Nauka Publ., 
1973. 256 p. (in Russian).

21.  Pasechnikov V. D., Chukov S. Z. Precancerous changes 
in the stomach and the possibility of eradication therapy 
in the prevention of H. pylori – associated stomach 
cancer. Ros. Journal of Gastroenterology, Hepatol-
ogy and Coloproctology, 2006, no. 3, pp. 52–57 (in 
Russian).

22.  Borisova E., Vladimirov B., Ivanova R., Avramov L. Light-
Induced Fluorescence Techniques for Gastrointestinal 
Tumour Detection. New Techniquesin Gastrointestinal 
Endoscopy. Eds. O. Pascu, A. Seicean. In Tech, 2011, 
ch. 14, pp. 231–252.

23.  Moylan S., Berk M., Dean O. M., Samuni Y., O’Neil A., 
Hayley A. C., Pasco J. A., Anderson G., Jacka F. N., 
Maes M. Oxidative & nitrosative stress in depression: Why 
somuch stress? Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 
2014, vol. 45, pp. 46–62.



Научный отдел58

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Химия. Биология. Экология. 2019. Т. 19, вып. 1

УДК 606:582.232

Низкотемпературная консервация 
видов Cyanophyta (Spirulina, Arthrospira)

Д. И. Петрухина

Петрухина Дарья Игоревна, преподаватель кафедры ботаники, 
микробиологии и экологии Института естествознания, Калуж-
ский государственный университет имени К. Э. Циолковского, 
daria.petrukhina@outlook.com 

Актуальность исследования обусловлена тем, что цианеи родов 
Spirulina и Arthrospira входят в обширное число коллекций лабо-
раторных культур микроорганизмов, а их традиционное хранение 
последовательным пересевом субкультур не обеспечивает долго-
временную сохранность. Данная статья направлена на выявление 
возможности долговременного низкотемпературного хранения 
цианей Spirulina subsalsa и Arthrospira platensis. В работе приме-
няли хранение биомассы цианей в течение 12 месяцев при тем-
пературе минус 80°С. Замораживали со скоростью охлаждения 
минус 1°С. В статье представлены результаты экспериментов по 
влиянию различных криопротекторов на достижение сравнитель-
но высокой выживаемости цианей после долговременной крио-
консервации. Установлено, что оптимальными криопротекторами 
являются 10%-ные растворы глюкозы и диметилсульфоксида 
(ДМСО). Криопротекторных свойств не наблюдалось при исполь-
зовании метанола, глицерина, этанола, D-сорбитола, сахарозы, 
L-пролина и декстрина. Полученные данные свидетельствуют о 
том, что S. subsalsa и A. platensis сохраняют свою жизнеспособ-
ность в течение 12 месяцев криоконсервации при минус 80°С. 
Таким образом, настоящее исследование демонстрирует воз-
можность консервации цианей путем низкотемпературного хра-
нения при минус 80°С. Материалы статьи могут использоваться 
в прикладной биотехнологии для совершенствования способов 
длительного хранения различных культур микроорганизмов.
Ключевые слова: криоконсервация, хранение, цианопрокари-
оты, Arthrospira platensis, Spirulina subsalsa.
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Введение

В последние годы цианеи родов Spirulina 
и Arthrospira находят все большее применение 
в биотехнологических производствах. Однако 
опубликованные успешные результаты криокон-
сервации цианей относятся к представителям 
рода Arthrospira [1, 2], а для представителей 
рода Spirulina успешных результатов криокон-
сервации опубликовано не было. Кроме того, не 
обнаружено данных об успешной выживаемости 
представителей Arthrospira и Spirulina после 
длительной криоконсервации с температурой 
хранения минус 80°C.

В связи с этим одной из задач работы явля-
ется отработка методики длительной криокон-
сервации цианей (минимум 12 месяцев), прежде 
всего Spirulina, с использованием различных 

криопротекторов, а также сравнительное изу-
чение выживаемости разных видов цианей, от-
носящихся к родам Spirulina и Arthrospira, при 
замораживании–хранении–оттаивании.

Исследованные в нашей работе штаммы Spi-
rulina subsalsa PCC 9445 и Arthrospira platensis 
PCC 9223 входят в большое число частных кол-
лекций лабораторных культур. Эти штаммы были 
получены из коллекции культур университета 
Пастера (Франция), где была проведена их так-
сономическая идентификация. Также, что крайне 
важно, в университете Пастера для каждого из 
используемых штаммов был четко обозначен 
статус альгологической чистоты (аксеничности).

В нашей работе цианеи родов Arthrospira и Spir-
ulina замораживали со скоростью минус 1 °C/мин 
до минус 80 °C и хранили при этой температуре 
до 12 месяцев. Данная методика криоконсерва-
ции – скорость охлаждения минус 1 °C в минуту 
до минус 80 °C и хранение при этой температу-
ре – ранее для Spirulina sp. не применялась.

Для выбора соединений в качестве крио-
протекторов и оценки их эффективности при 
различной концентрации осуществляли криокон-
сервацию S. subsalsa PCC 9445 и A. platensis PCC 
9223, а после размораживания оценивали выжи-
ваемость цианей в процессе рекультивирования.

В экспериментальных работах, посвящен-
ных разработке методов криоконсервирования, 
авторы не приходят к единому мнению отно-
сительно критериев выживаемости/жизнеспо-
собности организма. Традиционно решающим 
фактором для сохранения биологических ресур-
сов водорослей являлся минимальный уровень 
жизнеспособности и 60% считается достаточно 
высоким уровнем [3].

Однако в последнее время акцент в оценке 
сместился на надежность методики криоконсер-
вирования, при этом «повторяемость» в виде 
процента жизнеспособных проб стала ключевым 
фактором вместо высокого уровня жизнеспособ-
ности клеток культур [4]. Это связано с тем, что 
сильные колебания в уровнях жизнеспособности 
клеток являются общими при криоконсервации 
водорослей, где могут быть и низкие уровни 
жизнеспособности (<30%) с периодическим 
изменением от партии криопроб к партии, и 
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даже изменением уровней жизнеспособности в 
пределах отдельной партии криопроб [4].

Важность того, что процент жизнеспособ-
ных проб остается на одном и том же уровне, 
даже если клетки культур из этих проб после 
криоконсервирования имеют невысокие темпы 
роста, продиктована еще и тем, что позволит 
исследователям рассчитывать количество проб, 
закладываемых на криосохранение, и тем са-
мым, обеспечит высокую воспроизводимость 
результатов.

Материалы и методы

В работе использовали аксеничные штаммы 
Spirulina subsalsa PCC 9445 и Arthrospira platen-
sis PCC 9223 из коллекции культур университета 
Пастера, Франция.

Исходные культуры цианей выращивали на 
питательной среде Заррука в автоклавированных 
конических стеклянных колбах Эрленмейера с 
широким горлышком объемом 100 мл с пробка-
ми из целлюлозной массы. Питательную среду 
Заррука стерилизовали фильтрованием через сте-
рильный фильтр из ацетата целлюлозы (диаметр 
пор 0,45 мкм) и в количестве 20 мл добавляли в 
колбы Эрленмейера. Цианеи культивировали при 
температуре 30 °С в инкубаторе Minitron (фирма 
Infors HT, Швейцария) с постоянным перемеши-
ванием с помощью встроенного орбитального 
шейкера диаметром качания 25 мм. Частота 
вращения составляла 110 об/мин. Освещение 
обеспечивали шестью люминесцентными лам-
пами Grolux 15W (фирма Osram Sylvania, США), 
которые располагались над колбами на высоте 
40 см, обеспечивая среднюю интенсивность 
света на поверхности клеточной суспензии 
21 мкмоль/(м2с). Выращивание цианей осу-
ществляли с 16-часовым фотоциклом. После 
окончания цикла культивирования питательную 
среду удаляли в стерильных условиях, а биомассу 
цианей промывали стерильной дистиллирован-
ной водой. Отмытую биомассу в количестве 
0,9 мл помещали в полипропиленовые криофла-
коны объемом 2 мл с завинчивающейся крышкой. 
Затем в эти же криофлаконы в качестве криопро-
тектора добавляли одномоментно стерильный 
раствор выбранного криопротектора в двойной 
концентрации до отметки общего объема в 
1,8 мл. После этого криофлаконы выдерживали 
в темноте при постоянном перемешивании на 
ротаторе со скоростью 20 об/мин. Время экс-
позиции зависело от вида криопротектора, для 
токсичных ‒ 10 мин, для остальных ‒ 20 мин.

После инкубирования с криопротекторами 
в темноте криофлаконы с цианеями помещали 

в полимерный контейнер для замораживания 
(Mr. Frosty, Nalgane, США), который был пред-
варительно охлажден до 4 °С в течение минимум 
5 часов. Данный контейнер обеспечивает вос-
производимую скорость охлаждения минус 1°C 
в минуту. Контейнер Mr. Frosty с криофлаконами 
помещали в морозильную камеру, в которой 
поддерживалась постоянная температура минус 
80 °С. Через 1,5 ч криофлаконы с цианеями пере-
мещали из контейнера Mr. Frosty™ в пластиковые 
боксы и продолжали хранить при температуре 
минус 80°С. Для размораживания криофлаконы 
с цианеями извлекали из морозильной камеры 
и переносили на водяную баню с температурой 
воды 37 °С, где выдерживали до исчезновения 
льда. После размораживания цианеи удаляли из 
криофлакона и переносили в стерильную колбу 
Эрленмейера с 5 мл питательной среды Заррука. 
Эти колбы для предотвращения фотоокисления 
культивировали в течение первых 40 мин при 
комнатной температуре в темноте, после чего в 
них добавляли еще 5 мл питательной среды Зар-
рука. Последующее культивирование проводили 
в течение 2 ч при освещении 10‒12 мкмоль фото-
нов/(м2с). Затем колбы Эрленмейера с цианеями 
инкубировали как исходные культуры.

В своей работе оценку качества заморо-
женного биоматериала через исследуемый срок 
хранения проводили после оттаивания путем 
сравнительного определения количества проб, 
из которых произошло успешное рекультиви-
рование клеток после криоконсервации. Полу-
ченные результаты приведены в виде процента 
«жизнеспособных» проб, у которых наблюдался 
прирост биомассы после выращивания в течение 
25 дней при температуре 30 °С и интенсивности 
освещения 21 мкмоль фотонов/(м2с), от общего 
количества замороженных проб. Замораживали 
по 30 проб для каждого варианта эксперимента. 
Проводили по 5 повторов для эксперимента.

В качестве криопротекторов были взяты раз-
личные вещества: диметилсульфоксид (ДМСО), 
гуммиарабик, спирты (глицерин, метанол, эта-
нол, Д-сорбитол), сахара (декстрин, глюкоза, 
сахароза), аминокислоты (L-пролин). Для дан-
ных веществ ранее была показана возможность 
применения в качестве криопротекторов при 
криоконсервации у различных водорослей, пре-
имущественно в концентрациях от 5 до 20% [5].

Результаты и их обсуждение

Было установлено, что наиболее эффектив-
ными из использованного комплекса криопротек-
торов оказались ДМСО, глюкоза и гуммиарабик 
(табл. 1, 2). 
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                                                                                                                                                  Таблица 1
Влияние концентрации криопротектора на выживаемость S. subsalsa PCC 9445 

после 12 месяцев хранения при температуре минус 80 °С

Криопротектор
Концентрация криопротектора, %

5 10 15 20
Процент проб с выжившими цианеями от общего количества проб

Без криопротектора 0,0 0,0 0,0 0,0
 ДМСО 48,6 ± 07 68,6 ± 1,0 31,4 ± 0,3 0,0
Метанол 0,0 0,0 0,0 0,0
Глицерин 0,0 0,0 0,0 0,0
Глюкоза 40,0 ± 0,5 57,1 ± 1,1 42,8 ± 0,3 10,0 ± 1,0
Этанол 0,0 0,0 0,0 0,0
Гуммиарабик  11,4 ± 0,1 11,4 ± 0,9 0,0 0,0
Д-сорбитол 0,0 0,0 0,0 0,0
Сахароза 0,0 0,0 0,0 0,0
L-пролин 0,0 0,0 0,0 0,0
Декстрин 0,0 0,0 0,0 0,0

                                                                                                                                                  Таблица 2
Влияние концентрации криопротектора на выживаемость A. platensis PCC 9223 

после 12 месяцев хранения при температуре минус 80 °С

Криопротектор
Концентрация криопротектора, %

5 10 15 20
Процент проб с выжившими цианеями от общего количества проб

Без криопротектора 0,0 0,0 0,0 0,0
  ДМСО 45,5 ± 0,3 55,0 ± 1,0 45,0 ± 1,5 0,0
Метанол 0,0 0,0 0,0 0,0
Глицерин 0,0 0,0 0,0 0,0
Глюкоза 41,3 ± 0,5 59,0 ± 0,5 43,2 ± 0,5 13,0 ± 1,0
Этанол 0,0 0,0 0,0 0,0
Гуммиарабик 0,0 0,0 0,0 0,0
Д-сорбитол 0,0 0,0 0,0 0,0
Сахароза 0,0 0,0 0,0 0,0
L-пролин 0,0 0,0 0,0 0,0
Декстрин 0,0 0,0 0,0 0,0

Как видно из табл. 1 и 2, большинство 
соединений, рекомендуемых в качестве крио-
протекторов, не способствовали сохранению 
жизнеспособности исследуемых цианей. По-
сле криоконсервации цианей S. subsalsa PCC 
9445 и A. platensis PCC 9223 с использованием 
в качестве криопротекторов таких веществ, как 
метанол, глицерин, этанол, сахароза, Д-сорбитол, 
L-пролин и декстрин, рост размороженных куль-
тур во время культивирования не наблюдался. 
Рост культур с применением данных криопро-
текторов не наблюдался также и после менее 
длительной криоконсервации, в течение 3 и 
6 месяцев.

После криохранения цианей в отсутствии 
криопротектора роста культур после 12-месяч-
ной криоконсервации и последующего оттаива-
ния также не наблюдали, что совпало с данными, 
полученными в исследовании Muhling [6]. Такой 
же результат был получен и после 3 и 6 месяцев 
криоконсервации.

Таким образом, полученные результаты 
исследования не подтвердили эффективность 
криозащитных свойств L-пролина [1, 5], как и 
глицерина [2, 6], метанола [6], этанола и сор-
битола [5], которые ранее были рекомендованы 
в качестве криопротекторов при хранении раз-
личных видов водорослей. Также результаты 
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исследования подтвердили то, что сахароза в 
качестве криопротектора не была эффективной 
для цианей S. subsalsa PCC 9445 и A. platensis 
PCC 9223, что согласуется с данными Takano и 
соавт.  [1]. 

После использования в качестве криопро-
текторов ДМСО, глюкозы и гуммиарабика жиз-

неспособность цианей S. subsalsa PCC 9445 и 
A. platensis PCC 9223 восстанавливалась с раз-
личной степенью эффективности. Так, ДМСО 
и глюкоза в концентрациях 5, 10 и 15% обе-
спечивали хорошее (41‒59%) сохранение и вы-
живаемость цианей при хранении цианей при 
температуре минус 80 °С (рис. 1, 2).

Рис. 1. Выживаемость S. subsalsa PCC 9445 в зависимости от срока криохранения 
(процент проб с выжившими цианеями от общего количества проб)

Рис. 2. Выживаемость A. platensis PCC 9223 в зависимости от срока криохранения 
(процент проб с выжившими цианеями от общего количества проб)

Тем не менее полученные результаты иссле-
дования выявили различия между двумя видами 
цианей, которых подвергали криоконсервации. 
Так, выживаемость цианеи S. subsalsa PCC 9445 
была наилучшей в присутствии ДМСО 10 %, а 
вот для цианеи A. platensis PCC 9223 наилучшей 
выживаемости удалось достигнуть в присут-
ствии 10 %-ной глюкозы. Однако наибольшее 
различие между видами цианей наблюдалось 
при использовании в качестве криопротектора 
гуммиарабика. Так, гуммиарабик при кратко-

срочной криоконсервации способствовал восста-
новлению исследуемых цианей, что согласуется 
с Takano и соавт. [1], однако не обеспечивал 
оптимальной выживаемости в течение всего 
срока наблюдения для A. platensis PCC 9223 (см. 
рис. 2), а у S. subsalsa PCC 9445 выживаемость 
составила 11,4%.

Поскольку методика криоконсервации 
должна быть применимой для всех исследуемых 
штаммов Spirulina и Arthrospira, гуммиарабик 
не может быть рекомендован как эффективный 

Д. И. Петрухина. Низкотемпературная консервация видов Cyanophyta (Spirulina, Arthrospira)
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криопротектор, а потому не был задействован 
в дальнейших исследованиях. В то же время 
при необходимости унифицировать методику 
криоконсервации как для цианеи S. subsalsa PCC 
9445, так и цианеи A. platensis PCC 9223 может 
быть использована и глюкоза, и ДМСО. Результат 
такой криоконсервации будет оптимальным. Хотя 
для лучшего результата криоконсервации можно 
рекомендовать использовать для S. subsalsa PCC 
9445 ‒ 10%-ный ДМСО, а для A. platensis PCC 
9223 ‒10%-ную глюкозу.

Полученные результаты исследования 
продемонстрировали некоторые различия по 
выживаемости после длительной (12 меся-
цев) криоконсервации у двух видов цианей 
из близкородственных родов. Хранение осу-
ществляли при минус 80 °C, замораживали 
со скоростью охлаждения в 1 °C/мин. В таких 
условиях защитные свойства для обоих видов 
цианей наиболее эффективно проявляли ДМСО 
и глюкоза. В то же время такие наиболее рас-
пространенные криопротекторы, как глицерин 
и метанол не проявляли защитные свойства. 
Цианея A. platensis PCC 9223 в присутствии 
10%-ной глюкозы имела выживаемость 59,0%, а 
с 10%-ным ДМСО несколько ниже ‒ 55,0%. Для 
S. subsalsa PCC 9445 была впервые определена 
методика криоконсервирования и приведены 
успешные криопротекторы и их концентрации. 
Так, в присутствии 10%-ного ДМСО выживае-
мость S. subsalsa PCC 9445 составляла 68,6%, а 
10%-ной глюкозы – только 57,1%.

Поскольку наилучшие результаты были 
получены при концентрации криопротекторов 
10 и 15% ДМСО и глюкозы, то именно эти кон-
центрации могут быть взяты за основу при про-
ведении дальнейших исследований по изучению 
сохранения жизнеспособности этих штаммов 
после оттаивания.

Полученные результаты подтверждают, 
что наиболее безопасной и эффективной для 
криоконсервации цианей считается 5‒15% 
кон центрация ДМСО [1, 2, 6, 7]. Кроме того, 
исследование действия химических соединений 
при криоконсервации показало, что наилучшие 
защитные свойства для S. subsalsa PCC 9445 
и A. platensis PCC 9223 продемонстрировала 
5‒15% глюкоза, добавленная в пробы перед 
крио хранением.

Глюкозу используют в концентрациях 3‒15% 
для криохранения бактерий [5], в основном мо-
лочнокислых. Однако в доступной литературе 
отсутствуют данные об использовании глюкозы 
в качестве криопротектора для криоконсервации 
цианей Arthrospira sp. и Spirulina sp.

Заключение

Таким образом, были исследованы условия 
длительного низкотемпературного консервирова-
ния штаммов Spirulina и Arthrospira. Предложен-
ная в этой работе методика – замораживание со 
скоростью минус 1 °C в минуту до минус 80 °C 
и хранение при этой температуре ‒ обеспечи-
вает сохранность жизнеспособности штаммов 
S. subsalsa PCC 9445 и A. platensis PCC 9223 
в течение 12 месяцев. Исследование действия 
химических соединений при криохранении 
показало, что наилучшие защитные свойства 
для всех штаммов цианей продемонстрировала 
5‒15% глюкоза и ДМСО, добавленные в пробы 
перед криохранением. Отсутствие криопротек-
тора, а также добавление в качестве криопро-
тектора водных растворов таких веществ, как 
метанол, глицерин, этанол, сахароза, Д-сорбитол, 
L-пролин и декстрин ни для одного штамма не 
дали выраженного положительного эффекта. 
Впервые было показано, что из общеприменяе-
мых криопротекторов подошли только глюкоза и 
ДМСО, кроме того, рекомендовано для штамма 
S. subsalsa PCC 9445 применение ДМСО, а для 
A. platensis PCC 9223 ‒ раствора глюкозы.
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Spirulina and Arthrospira cyanoprokaryota species include a wide 
variety of laboratory microorganism culture collections and their 
traditional storage by means of isolate passages does not provide 
long-term preservation. The rationale for this study is to evaluate the 
possibility of long-term low temperature storage of Spirulina subsalsa 
and Arthrospira platensis cyanoprokaryota. Cyanoprokaryota biomass 
was stored for 12 months at minus 80 °С. The cooling rate was minus 
1 °С. The effects of various cryoprotectants in achieving comparatively 
high survival of cyanoprokaryota after long-term cryopreservation are 
presented in the article. It was determined that optimal cryoprotectants 
were 10% glucose and 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) solutions. No 
cryoprotection has been seen without cryoprotectant, or with methanol, 
glycerol, ethanol, D-sorbitol, sucrose, L-Proline, dextrin. The obtained 
data showed that S. subsalsa and A. platensis preserved their viability 
during a 12 months storage period at minus 80 °С. Thus, the present 
study demonstrates the possibility of preservation of cyanoprokaryota 
using low temperature storage at minus 80 °С. Materials of the article 
can contribute to applied biotechnology through the improvement of 
long-term storage methods for different microorganisms cultures.
Keywords: cryopreservation, storage, cyanoprokaryota, Spirulina 
subsalsa, Arthrospira platensis.
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Целью исследования являлось выявление влияния предшествен-
ника (пар, озимая пшеница) на выраженность нетрадиционных 
для селекции показателей качества зерна яровой мягкой пше-
ницы, таких как время образования теста; стабильность теста; 
энергия, поглощенная тестом во время замеса; показатель, ха-
рактеризующий ретроградацию крахмала, полученных на при-
боре Миксолаб. Объектами исследования служили 12 сортов 
яровой мягкой пшеницы, выращенные в питомнике основного 
конкурсного испытания лаборатории селекции и семеноводства 
яровой мягкой пшеницы ФГБНУ «НИИСХ Юго-Востока»: Саратов-
ская 29, Саратовская 55, Саратовская 58, Прохоровка, Лютесценс 
62, Саратовская 60, Фаворит, Саратовская 42, Саратовская 70, 
Саратовская 74, Саратовская 73, Саратовская 68, урожая 3 лет: 
2012, 2013, 2014 гг. Получены реологические кривые теста всех 
изучаемых сортообразцов. Показана количественная выражен-
ность и вариабельность четырех нетрадиционных признаков 
качества зерна. Выявлены сортовая вариация по изучаемым 
критериям качества; взаимосвязь между одноименными индек-
сами у сортообразцов, выращенных по пару, и озимой пшеницы, 
и между нетрадиционными показателями в пределах каждого 
года. Показаны сезонные эффекты на основе коэффициента 
генотипической корреляции по всем изучаемым признакам ка-
чества зерна яровой мягкой пшеницы. По обоим предшествен-
никам наблюдается отсутствие взаимодействия генотип–среда 
по показателям С5, РА.
Ключевые слова: сорт, селекция, предшественник, пар, ози-
мая мягкая пшеница, яровая мягкая пшеница, реология, тесто, 
качество зерна, генотип, Миксолаб.

DOI: https://doi.org/10.18500/1816-9775-2019-19-1-64-69

Известно, что качество зерна определяется 
как генотипом, так и условиями внешней среды. 

В основу требований к сортам пшеницы должна 
быть положена частота формирования ими в 
данном регионе зерна, пригодного для получения 
муки высокого качества. Отобрать лучшие гено-
типы по качеству в определенных условиях среды 
можно лишь с помощью оценки их фенотипов в 
тех же экологических условиях. Создание эко-
логически устойчивых по качеству зерна сортов 
пшеницы – одна из важнейших задач селекции [1].

В связи с наметившейся тенденцией глобаль-
ного изменения климата проблема стабилизации 
качества урожая в Поволжье имеет особое значе-
ние [2]. Учитывая важность проблемы, большое 
внимание должно уделяться разработке различ-
ных агротехнических приемов, способствующих 
получению зерна с повышенной технологической 
ценностью. Один из таких аспектов ‒ подбор 
предшественника в севообороте: важно знать, 
как проявляется его влияние на количественную 
выраженность показателей качества зерна. 

Известно, что реологические свойства теста 
предопределяют качество хлеба и хлебобулочных 
изделий. При постоянно возрастающем объеме 
работ по изучению качества зерна пшеницы в 
процессе селекции выражение множества пока-
зателей через меньшее их число очень важно [3]. 
В связи с этим представляют большой интерес 
новые, нетрадиционные для селекции, показа-
тели физических свойств теста, оцениваемые на 
Миксолабе. Данный прибор стандартизирован 
под нормами ICC № 173 Whole meal and fl our from 
T. Aestivum. Determination of rheological behavior 
as a function of mixing and temperature increase и 
ГОСТ ISO 17718-2015 Зерно и мука из мягкой 
пшеницы. Определение реологических свойств 
теста в зависимости от условий замеса и повыше-
ния температуры. Разработчиками предлагается 
несколько стандартных методик эксперимента, 
таких как Chopin S, Chopin +, Chopin Wheat + и 
др., каждый из которых учитывает особенности 
(дисперсность, химический состав) изучаемой 
системы [4]. Кроме того, данный прибор позво-
ляет создавать новые протоколы исследования 
как с постоянными, так и изменяющимися ве-
личинами температуры, времени эксперимента, 
соотношения компонентов и т.д. в зависимости 
от поставленных целей и задач. 
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Показатели интегральной оценки реологиче-
ских свойств теста визуализируются на графике 
зависимости крутящего момента (Н×м) от вре-
мени (мин) в политермальном режиме (рисунок). 
Протокол Chopin+ предполагает 5 интервалов 
температур, при которых идет исследование: 
I длится 8 мин при температуре 30°С; II реали-
зует последовательное повышение температуры 
(4°С в мин) от 30 до 90°С; III длится 7 мин при 
90°С; IV характеризуется последовательным 
понижением (4°С в мин) температуры от 90 до 

50 °С; V – 5 мин при 50 °С. Крутящий момент в 
анализируемых точках графика с точки зрения 
биохимии характеризует различные процессы: 
С1 – образование теста; С2 – разжижение теста; 
С3 – максимальную скорость гелеобразования 
крахмала; С4,С5 – начало и окончание ретро-
градации крахмала в рамках эксперимента [5]. 
Исследуемая система замкнута, и стоит говорить 
лишь о векторном действии тех или иных фер-
ментов (амилаз, протеаз и др.) на тот или иной 
субстрат (белки, крахмал и др.).

Фазы реологического анализа теста в протоколе Chopin+
Время, мин

Кр
ут
ящ

ий
 м
ом

ен
т, 
Н

·м

В качестве экспериментального материала 
привлекали сорта яровой мягкой пшеницы, выра-
щенные в селекционном питомнике основного кон-
курсного испытания (ОКИ) лаборатории селекции 
и семеноводства яровой мягкой пшеницы ФГБНУ 
«НИИСХ Юго-Востока» урожая 2012, 2013 и 
2014 гг.: Саратовская 29, Саратовская 55, Саратов-
ская 58, Прохоровка, Лютесценс 62, Саратовская 
60, Фаворит, Саратовская 42, Саратовская 70, 
Саратовская 74, Саратовская 73, Саратовская 68.

В данной работе анализировали следующие 
индексы реологического состояния теста: время 
образования теста (мин), стабильность теста 

(мин), точку экстремума реограммы – С5 (Н∙м) 
и РА (Вт∙ч/кг) – общую энергию, поглощенную 
тестом во время замеса. В целях наиболее точной 
интерпретации данных применяли однофактор-
ный дисперсионный и корреляционный стати-
стические методы. 

Метеорологические условия в период форми-
рования и налива зерна в годы проведения полевых 
экспериментов были различными. Июнь 2013 г. 
был особенно влажным, количество выпавших 
осадков в этом месяце составило 313% от нормы. 
Май и июль 2012 и 2014 гг. были засушливыми, а 
2013 г. – умеренно влажными (табл. 1, 2). 

Таблица 1
Количество осадков за весенне-летний период 2012–2014 гг. в сравнении с многолетними данными

Год Май Июнь Июль Август
мм % от нормы мм % от нормы мм % от нормы мм % от нормы

2012 6,0 14 46,7 104 27,2 53 94,8 215
2013 44,0 102 141,0 313 37,2 73 12,1 25
2014 17,2 40 73,5 45 13,9 27 34,3 78

Что же касается августа, то только в 2012 г.
выпало осадков 215% от нормы, в 2011 и в 
2013 гг. – 78 и 25% от нормы соответственно. 
Наиболее существенные отклонения по темпе-
ратуре воздуха наблюдались в мае 2012, 2013 и 

2014 гг. (см. табл. 2). Напомним, что увлажнение 
считается оптимальным, если гидротермиче-
ский коэффициент (ГТК) равен 1,0–1,5; избы-
точным, при ГТК более 1,6; недостаточным – 
ГТК < 1,0; слабым – ГТК < 0,5.
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Ранее была показана количественная вы-
раженность нетрадиционных показателей 
ка чества зерна яровой мягкой пшеницы, их 
информативность и селекционная значимость 
[5]. Количественная выраженность изучаемых 

показателей качества яровой мягкой пшеницы 
урожая 2012, 2013 и 2014 гг. в зависимости от 
предшественника и вариабельность признаков 
по годам на сортовом уровне представлены в 
табл. 3, 4, 5. 

Таблица 2
Температура воздуха за весенне-летний период 2012–2014 гг. в сравнении с многолетними данными

Год
Май Июнь Июль Август

t °C % от нормы ГТК t °C % от нормы ГТК t °C % от нормы ГТК t °C % от нормы ГТК
2012 19,3 128,7 0,1 23,0 118,6 0,7 23,9 111,7 0,4 22,2 111,5 1,4
2013 19,6 130,7 0,7 20,9 107,7 2,2 21,3 99,5 0,6 21,4 107,5 0,2
2014 18,9 126,0 0,5 19,1 98,5 1,9 22,2 103,7 0,1 23,0 115,6 0,7

Таблица 3
Количественная выраженность показателей реологических свойств теста 

на основе зерна яровой мягкой пшеницы урожая 2012 г.

№ Название сорта

Время образования 
теста Стабильность теста С5 РА

Озимая 
пшеница Пар Озимая 

пшеница Пар Озимая 
пшеница Пар Озимая 

пшеница Пар

1 Саратовская 29 7,02 9,32 10,63 10,72 3,51 3,52 147,9 146,7
2 Саратовская 55 8,53 6,02 12,02 9,77 3,23 3,05 145,7 134,7
3 Саратовская 58 8,57 7,77 9,77 10,13 3,49 3,30 145,5 136,8
4 Прохоровка 8,25 8,85 10,43 10,75 2,79 2,97 130,6 133,9
5 Лютесценс 62 7,20 4,47 9,47 8,65 3,78 3,35 151,0 134,0
6 Саратовская 60 7,77 9,05 9,22 8,75 3,32 3,55 140,5 147,6
7 Фаворит 6,32 7,25 11,17 10,83 3,41 3,30 142,1 141,1
8 Саратовская 42 5,08 8,93 9,27 32,6 3,52 3,21 146,0 144,3
9 Саратовская 70 7,85 8,22 10,25 11,35 2,65 3,01 121,8 136,2
10 Саратовская 74 6,85 8,83 10,23 10,02 3,09 3,62 132,3 150,3
11 Саратовская 73 6,23 6,27 9,38 12,07 3,25 3,23 140,1 143,4
12 Саратовская 68 8,82 8,83 10,20 11,70 3,82 3,68 151,9 151,2

Таблица 4
Количественная выраженность показателей реологических свойств теста 

на основе зерна яровой мягкой пшеницы урожая 2013 г.

№ Название сорта

Время образования 
теста Стабильность теста С5 РА

Озимая 
пшеница Пар Озимая 

пшеница Пар Озимая 
пшеница Пар Озимая 

пшеница Пар

1 Саратовская 29 1,83 1,77 10,57 9,82 6,62 7,09 201,7 199,6
2 Саратовская 55 1,85 1,75 10,45 9,40 4,61 4,72 154,0 155,4
3 Саратовская 58 1,75 1,55 10,65 8,60 5,94 5,47 194,7 169,4
4 Прохоровка 1,23 1,00 10,45 9,53 3,86 3,49 138,0 125,9
5 Лютесценс 62 2,38 1,52 10,65 9,70 7,00 3,64 196,0 149,0
6 Саратовская 60 8,05 1,60 11,63 8,90 5,76 5,01 183,4 160,0
7 Фаворит 2,77 0,85 9,48 10,27 4,99 2,00 160,0 104,5
8 Саратовская 42 5,33 1,82 10,07 9,78 4,74 4,50 155,4 151,7
9 Саратовская 70 1,58 1,73 7,52 9,35 3,06 2,79 114,2 110,4
10 Саратовская 74 3,07 1,33 9,63 9,13 3,67 5,69 132,7 173,0
11 Саратовская 73 1,75 1,23 9,62 5,15 4,13 3,37 139,8 119,7
12 Саратовская 68 1,77 0,97 10,02 9,90 5,65 5,99 177,0 184,7
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Таблица 5
Количественная выраженность показателей реологических свойств теста 

на основе зерна яровой мягкой пшеницы урожая 2014 г.

№ Название сорта

Время образования 
теста Стабильность теста С5 РА

Озимая 
пшеница Пар Озимая 

пшеница Пар Озимая 
пшеница Пар Озимая 

пшеница Пар

1 Саратовская 29 0,85 5,17 8,27 11,13 4,83 6,07 163,9 189,61
2 Саратовская 55 0,87 2,20 6,45 11,27 5,31 5,31 172,6 181,05
3 Саратовская 58 0,87 6,25 7,12 11,52 4,74 5,58 162,0 184,63
4 Прохоровка 1,88 1,33 10,77 11,55 4,27 5,11 144,1 174,12
5 Лютесценс 62 3,50 6,48 10,97 11,55 5,83 5,27 186,4 171,90
6 Саратовская 60 2,17 4,95 10,62 11,53 4,78 5,29 154,6 176,66
7 Фаворит 0,95 5,62 5,18 10,83 4,73 5,76 148,4 187,16
8 Саратовская 42 2,20 5,55 9,35 10,72 4,53 5,28 156,9 179,71
9 Саратовская 70 1,12 1,00 7,08 10,98 3,31 4,03 121,4 145,17
10 Саратовская 74 0,75 5,95 6,37 9,82 5,10 5,57 159,7 181,96
11 Саратовская 73 0,87 0,90 6,85 11,72 4,75 5,62 158,1 187,68
12 Саратовская 68 2,13 7,03 9,82 12,02 5,99 5,94 191,1 190,50

По показателям «время образования теста» 
и «стабильность теста», в два года изучения из 
трех (2012 и 2014 гг.) практически у всех со-
ртообразцов, выращенных по пару, абсолютные 
значения были выше, чем по озимой пшенице. 
Аналогичная тенденция наблюдалась по показа-
телю С5. Что же касается 2013 г., то тенденция 
была прямо противоположная, если анализиро-
вать абсолютные значения показателя.

У признака «время образования теста» 
отмечена самая высокая изменчивость как в 

зависимости от предшественника, так и от 
условий года. Например, у сорта Саратовс-
кая 68 пределы варьирования составляют по 
озимой пшенице 2,13‒8,82 мин; по пару 0,97‒
8,83 мин; у Саратовской 29 ‒ 0,85‒7,02 мин 
и т. д. (табл. 6). В селекции ориентироваться 
на данный признак нельзя, но в технологиче-
ском отношении он может быть полезен в тех 
случаях, когда тесто должно образовать нуж-
ную структуру за небольшой промежуток вре-
мени.

Таблица 6
Пределы варьирования качественных индексов в период 2012‒2014 гг. по сортам

№ Название сорта
PA

Время 
образования 

теста 

Стабильность 
теста PA 

Время 
образования 

теста

Стабильность 
теста 

Предшественник – озимая пшеница Предшественник – пар

1 Саратовская 29 147,9–201,7 0,85–7,02 8,27–10,63 146,7–199,6 1,77–9,32 9,82–11,13

2 Саратовская 55 145,7–154,0 0,87–8,53 6,45–12,02 134,7–181,1 1,75–6,02 9,40–11,27

3 Саратовская 58 145,5–194,7 0,87–8,57 7,12–10,65 136,8–184,6 1,55–7,77 8,60–11,52

4 Прохоровка 130,6–144,1 1,88–8,25 10,43–10,77 133,9–174,1 1,00–8,85 9,53–11,55

5 Лютесценс 62 151,0–196,0 3,50–7,20 9,47–10,97 134,0–171,9 1,52–6,48 8,65–11,55

6 Саратовская 60 140,5–183,4 2,17–7,77 9,22–11,63 147,6–176,7 1,60–9,05 8,75–11,53

7 Фаворит 142,1–160,0 0,95–6,32 5,18–11,17 104,5–187,2 0,85–7,25 10,27–10,83

8 Саратовская 42 146,0–156,9 2,20–5,08 9,27–10,07 144,3–179,7 1,82–8,93 9,78–10,72

9 Саратовская 70 114,2–121,8 1,12–7,85 7,08–10,25 110,4–145,2 1,00–8,22 9,35–11,35

10 Саратовская 74 132,3–159,7 0,75–6,85 6,37–10,23 150,3–182,0 1,33–8,83 9,13–10,02

11 Саратовская 73 139,8–158,1 0,87–6,23 6,85–9,62 119,7–187,7 0,90–6,27 5,15–12,07

12 Саратовская 68 151,9–191,1 2,13–8,82 9,82–10,20 151,2–190,5 0,97–8,83 9,90–12,02
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Наивысшие значения стабильности теста 
были у Саратовской 55, Саратовской 73, Сара-
товской 68, Лютесценс 62. Надо отметить, что 
все без исключения сорта селекции ФГБНУ 
«НИИСХ Юго-Востока» во всех вариантах иссле-
дования проявили себя как высококачественные 
по признаку «стабильность теста». Что касается 
показателя С5, характеризующего ретрограда-
цию крахмала при охлаждении, то выделились 
Саратовская 29 (7,1 н∙м), Лютесценс 62 (7,0 н∙м), 
Саратовская 68 (6,0 н∙м).

Анализ взаимосвязи в рамках одного года 
(по разным предшественникам) показал, что 
ранжирование сортов не меняется по таким по-
казателям, как РА, С5 (конкретно в севообороте 
ФГБНУ «НИИСХ Юго-Востока»). Они несут 
достоверную информацию при оценках селекци-
онных сортообразцов из года в год независимо от 
предшественника. 

По пару наблюдается устойчивая тенденция 
к понижению абсолютного значения показателя 
РА в сравнении с другим предшественником. 

Несколько иначе проявили себя Саратовская 73, 
Саратовская 74, Саратовская 68. У них на-
блюдалось увеличение абсолютных значений 
изучаемых показателей при выращивании по 
пару. Наибольшие абсолютные значения по-
казателей РА наблюдались у Саратовской 29,
Саратовской 68, Саратовской 42 и Лютес-
ценс 62 по обоим предшественникам во все 
годы исследований. По предшественнику – ози-
мая пшеница наблюдаются значимые различия 
между сортами по показателю РА (F = 4,8*; 
НСР = 22,6). По предшественнику – пар значи-
мые различия выявлены только по показателю 
С5 (F=4,2*; НСР = 0,98). 

Важно было выяснить повторяемость оценок 
из года в год и способность метеорологических 
условий вызывать взаимодействие генотип-сре-
да. По обоим предшественникам наблюдается 
отсутствие взаимодействия генотип‒среда по по-
казателям С5, РА (табл. 7). По данным индексам 
получаем из года в год стабильную информацию 
в селекции.

                                                                                                                                              Таблица 7
Взаимосвязь (r) между одноименными показателями качества зерна яровой пшеницы, 

выращенной в различных условиях (по пару и по озимой пшенице)

№ Показатель качества зерна
Год

2012 2013 2014

1 PA, Wh/kg 0,1976 0,6241* 0,6133*

2 Время образования теста, мин 0,0132 0,2758 0,3304

3 Стабильность теста, мин -0,3150 0,0536 0,4812

4 С5, H∙м 0,6042** 0,4340 0,6763**

                  Примечание. *, ** ‒ взаимосвязь достоверна на 5- и 1%-ном уровнях соответственно.

Исследования, выявив количественную вы-
раженность и вариабельность традиционных и не-
традиционных для селекции показателей качества 
зерна в зависимости от предшественника (озимая 
пшеница и пар); эффекты взаимодействия геноти-
пов со средой; сортовую вариацию, способствуют 
оптимизации тестирования их и повышению объ-
ективности оценки селекционного материала яро-
вой пшеницы. Снижаются материальные затраты 
на выведение высококачественных сортов данной 
сельскохозяйственной культуры. Выявленные 
аспекты способствуют сознательному и наиболее 
эффективному планированию технологических 
процессов производства хлебобулочных и др. 
изделий.
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The aim of this study was to identify the effect of precursor (vapor, 
winter wheat) on the non-traditional selective grain quality parameter 
intensity of spring common wheat. The parameters include dough 
development time, dough stability, energy absorbed by dough while 
kneading and starch retrogradation coefficient. The data have been 
obtained using a Mixolab device. The objects of the study were 12 
varieties of spring soft wheat grown in the nursery of the main com-
petition testing laboratory of selection and seed breeding of spring 
soft wheat of FSBI “research Institute of the South-East”: Saratovs-
kaya 29, Saratovskaya 55, Saratovskaya 58, Prokhorov a, Lutescens 
62, Saratovskaya 60, Favorit, Saratovskaya 42, Saratovskaya 70 
Saratovskaya 74, 73 Saratov, Saratov 68, of the 3 crop years: 2012, 
2013, 2014 GGG. The rheological curves of dough for all samples 
have been obtained.  The quantitative severity and variability of non-
traditional grain quality features are shown. The varietal variation 
according to the studied quality criteria is revealed, the relationship 
between single-name indices in varietal samples grown on a pair and 
winter wheat and between non-traditional indicators within each year. 
Seasonal effects based on genotypic correlation co-efficient for all 
studied grain quality parameters of spring common wheat have been 
shown.  According to both predecessors, there is a lack of interaction 
between genotype environment in terms of R5, C5.
Keywords: variety, selection, predecessor, pairs, winter soft wheat, 
spring soft wheat, rheology, dough, quality of grain, genotype, 
Mixolab.
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Ареал возбудителя туляремии охватывает все ландшафтные 
зоны Северного полушария, а в Российской Федерации эта 
инфекция обнаружена практически во всех регионах, причем 
на севере выходит за полярный круг до 71о с.ш. В России 
ежегодно регистрируется от 100 до 400 случаев заболева-
ния туляремией, 75% которых приходится на Северный, 
Центральный и Сибирский регионы страны. Периодически 
регистрируется заболеваемость вспышечного характера. В 
настоящее время на территории России выделяют шесть ти-
пов природных очагов туляремии. Кадастр видов носителей 
туляремии составлен на основе данных многолетних полевых 
исследований авторов в разных регионах нашей страны и по-
лученных из литературных источников. Из исследованного на 
туляремию 101 вида млекопитающих высоковосприимчивыми 
и высокочувствительными к возбудителю (I группа) оказались 
56 видов – 55,5±5,0% от общего количества исследованных 
с положительным результатом из трех групп, отличающихся 
по восприимчивости и чувствительности к возбудителю ту-
ляремии. 
Ключевые слова: туляремия, носители, переносчики ин-
фекции, типы очагов. 
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Туляремия – зоонозная природно-очаговая 
особо опасная инфекционная болезнь, вызыва-
емая бактериями Francisella tularensis [1, 2]. По 
отечественной классификации патогенных для 
человека микроорганизмов возбудитель туля-
ремии относится ко II группе патогенности, по 
классификации ВОЗ – к III группе бактериальных 
инфекций. Внутривидовая таксономия – 4 под-
вида: F.t. tularensis или nearctica, F.t. holarctica, 
F.t. mediasiatica, F.t. novicida. Ареал возбудителя 
туляремии охватывает все ландшафтные зоны 
Северного полушария, а в Российской Федерации 
эта инфекция обнаружена практически во всех 
регионах [1, 3‒6], причем на севере выходит за 
полярный круг до 71о с.ш. До сих пор распро-
странение туляремии вне Северного полушария 
слабо изучено и является актуальной научной 
проблемой.

В России ежегодно регистрируют от 100 
до 400 случаев заболевания туляремией, 75% 
которых приходится на Северный, Центральный 
и Сибирский федеральные округа страны [1]. В 
1993–2001 гг. вспышки туляремии зарегистри-
рованы в Республиках Башкортостан, Дагестан, 
Смоленской и Оренбургской областях, Москве. 
Особенностью современной заболеваемости яв-
ляется то, что более 70 % заболевших составляют 
непривитые городские жители. В 2013 г. эпиде-
мические проявления туляремии вспышечного 
характера зарегистрированы в Ханты-Мансий-
ском автономном округе с трансмиссивным пу-
тем передачи инфекции. Заболели 1005 человек, 
в том числе 157 детей [7].

В литературе описано большое количество 
видов реальных и потенциальных носителей и 
переносчиков возбудителя туляремии. Материа-
лы по кадастру фауны теплокровных носителей и 
кровососущих членистоногих переносчиков ту-
ляремии в очагах этой инфекции разных типов на 
территории Российской Федерации составлены 
из данных многолетних полевых исследований 
авторов в разных регионах нашей страны и ли-
тературных источников [1, 5, 8‒11]. Приводятся 
также сведения и о других животных, а также 
объектах внешней среды, которые в природных и 
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антропоургических очагах могут быть резервуа-
рами этой инфекции или индикаторами наличия 
туляремийного микроба (антигена) на энзоотич-
ной по этой инфекции территории. Энзоотичной 
по туляремии считают территорию (админи-
стративный, ландшафтно-эпизоотологический 
район), где были зарегистрированы местные 
случаи заболевания людей, изолированы куль-
туры возбудителя и регулярно выявляли антиген 
в объектах внешней среды (погадки птиц, помет 
хищных млекопитающих, подснежные гнезда 
грызунов, вода, фураж и т.п.) [1, 5, 8‒11].

В последнее время разработаны новые 
способы выявления и идентификации штаммов 
F. tularensis с помощью молекулярно-генетиче-
ских методов [1, 12, 13], что позволит уточнить 
границы ареала возбудителя на территории РФ, 
в странах ближнего и дальнего зарубежья.

Для природных очагов туляремии харак-
терна значительная стойкость, поддерживаемая 
комплексом сложившихся на определенной 
территории условий, благоприятных для жиз-
недеятельности микробной популяции. Этому 
способствует устойчивость возбудителя к физи-
ко-химическим факторам окружающей среды и 
его способность к паразитированию в организме 
животных различных видов. Однако четкого 
представления об особенностях циркуляции 
туляремийного микроба в природе до сих пор 
нет [14].

Нами в процессе создания кадастра видов 
животных, зараженных возбудителем туляремии 
в очагах разных типов на территории России, 
учитывались только виды, в организме которых 
наличие возбудителя туляремии или антител к 
нему подтверждено различными методами ла-
бораторных исследований [1, 4, 5, 8, 13, 15‒19].

Из 101 вида млекопитающих, добытых 
различными методами [20], высоковосприим-
чивыми и высокочувствительными к возбуди-
телю туляремии (I группа) оказались 56 видов, 
(55,5±5,0) % от общего количества исследован-
ных с положительным результатом) из 3 отрядов 
(насекомоядные – Eulipotyphla, зайцеобразные – 
Lagomorpha, грызуны – Rodentia) и 10 семейств 
(кротовые – Talpidae, землеройковые – Soricidae, 
зайцевые – Leporidae, мышовковые – Sminthidae, 
пятипалые тушканчики – Allactagidae, слепышо-
вые – Spalacidae, цокориные – Myospalacidae, 
соневые – Gliridae, хомяковые – Сricetidae, мы-
шиные – Muridae).

Высоковосприимчивых, но малочувствитель-
ных видов (II группа) выявлено 26, (25,7±4,4)%
из 2 отрядов (насекомоядные и грызуны) и 
9 семейств (ежовые, кротовые, землеройковые, 

беличьи – Sciuridae, соневые, нутриевые – Myo-
castoridea, бобровые – Castoridae, мышиные, 
чомяковые).

Маловосприимчивых и практически не-
чувствительных к возбудителю туляремии ви-
дов млекопитающих (III группа) оказалось 19, 
(18,8±3,9) % из 3 отрядов (хищные – Сarnivora, 
непарнокопытные – Perissodactyla, парноко-
пытные – Artiodactyla) и 7 семейств (псовые – 
Canidae, куньи – Mustelidae, кошачьи – Felidae, 
лошадиные – Equidae, свиные – Suidae, верблю-
довые – Camelida, полорогие – Bovidae).

Из представленных данных следует, что по 
количеству видов млекопитающих носителей 
туляремии абсолютно доминирует 1-я группа, 
что свидетельствует о высокой избирательной 
патогенности для этих животных возбудителя 
туляремии.

Под восприимчивостью понимают видовое 
свойство специфического хозяина отвечать ин-
фекционным процессом на внедрение возбуди-
теля. Степень восприимчивости определяется 
резистентностью и иммунитетом [10, 19, 21].

Чувствительность – свойство организмов 
реагировать на абиогенные и биогенные фак-
торы внешней среды, нередко с нарушением 
структуры, функций и поведения. Различия в 
инфекционной чувствительности хозяев пара-
зита определяют различные уровни летальности 
[10, 19, 21]. 

Наибольшее эпидемиологическое и эпи-
зоотологическое значение имеют животные 
1-й группы, поэтому тактика эпизоотологическо-
го обследования строится с учетом того, к какой 
группе относятся обитающие в очаге животные 
[1, 21].

Наиболее стойкие эндемичные очаги туля-
ремии сформировались в лесной, лесостепной 
и степной зонах. В настоящее время на терри-
тории России выделяют 6 основных первичных 
ландшафтных типов природных очагов этой 
инфекции: луго-полевой, степной, пойменно-
болотный, предгорно (горно)-ручьевой, лесной 
и тундровый. Отдельно выделяют вторичные 
синантропные (урбанические, антропоургиче-
ские) очаги [1, 10, 11, 21‒ 29].

Природные очаги туляремии полигосталь-
ны и поливекторны. Циркуляция возбудителя 
осуществляется в них среди фоновых видов 
мелких млекопитающих и иксодовых клещей, 
однако и другие сочлены паразитарной системы 
вовлекаются в этот процесс. Формирование па-
разитарных систем в очагах туляремии разных 
типов в зависимости от восприимчивости и 
чувствительности к возбудителю туляремии те-
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плокровных носителей, экологии кровососущих 
членистоногих и общего видового состава биоты 
в очаге имеет свои особенности и определенные 
закономерности.

Рассмотрим распределение разных видов 
носителей возбудителя туляремии в разных типах 
очагов этой инфекции.

Луго-полевой тип очага. Очаги расположе-
ны в лесной и лесостепной зонах. Первичными 
биоценозами служат кустарниковые и кочкар-
никовые луга, опушки леса, поляны; вторичны-
ми – поля, агроценозы с находящимися в них 
скирдами и ометами, а также расположенные 
по соседству населенные пункты [10, 23, 25]. 
Всего исследовано с положительным результатом 
32 вида млекопитающих.

К первой группе относятся: европейский 
крот (Talpa europaea), обыкновенная бурозубка 
(Sorex araneus), средняя бурозубка (S. caecutiens), 
малая бурозубка (S. minutus), европейский (ди-
кий) кролик (Oryctolagus cuniculus), заяц русак 
(Lepus europaeus), обыкновенный слепыш (Spa-
lax microphthalmus), алтайский цокор (Myospa-
lax myospalax), обыкновенный хомяк (Cricetus 
cricetus), водяная полёвка (Arvicola amphibious), 
полёвка Максимовича (Alexandromys maximow-
iczii), общественная полёвка (Microtus socialis), 
обыкновенная полёвка (M. arvalis), восточно-
европейская полёвка (M. rossiaemeridionalis), 
мышь-малютка (Micromys minutus), малая лесная 
мышь (Sylvaemus uralensis), европейская лесная 
мышь (S. sylvaticus), курганчиковая мышь (Mus 
spicilegus), домовая мышь (M. musculus) – всего 
19 видов, (59,4±8,8) % от всех исследованных 
из трех групп.

Ко второй группе млекопитающих относят-
ся: обыкновенный (среднерусский) ёж (Erinaceus 
europaeus), белобрюхая белозубка (Crocidura 
leucodon), малая белозубка (C. suaveolens), ры-
жеватый (большой) суслик (Spermophilus ma-
jor), байбак (Marmota bobak), полевая мышь 
(Apodemus agrarius), серая крыса (пасюк) (Rattus 
norvegicus), чёрная крыса (R. rattus) – всего 8 
видов, (25,0±7,8) % от всех исследованных из 
трех групп.

К третьей группе (без учета домашних жи-
вотных) относятся: волк (Canis lupus), енотовид-
ная собака (Nyctereutes procyonoides), обыкновен-
ная лисица (Vulpes vulpes), ласка (Mustela nivalis), 
горностай (M. ermineа) – всего 5 видов, (15,6±6,5) 
% от всех исследованных из трех групп.

Таким образом, по количеству видов – носи-
телей туляремии в этом типе очагов, как и в целом 
на энзоотичной по этой инфекции территории – 
доминируют млекопитающие первой группы.

Степной (овражно-балочный) тип очага. 
Этот тип очага распространен в степной зоне ев-
ропейской части Российской Федерации, степях 
Западной Сибири и Забайкалья [2, 23, 28, 30‒33]. 
Всего исследовано с положительным результатом 
56 видов млекопитающих.

К первой группе относятся: малая бурозубка 
(S. minutus), заяц русак (L. europaeus), заяц толай 
(L. tolai), степная мышовка (Sicista subtilis), боль-
шой тушканчик (Allactaga major), обыкновенный 
слепыш (S. microphthalmus), алтайский цокор 
(M. myospalax), закавказский хомяк (Mesocrice-
tus brandti), предкавказский хомяк (M. raddei), 
обыкновенный хомяк (C. cricetus), барабинский 
хомячок (Cricetulus barabensis), серый хомячок 
(C. migratorius), крысовидный хомячок (Tscher-
skia triton), джунгарский хомячок (Phodopus 
sungorus), ондатра (Ondatra zibethicus), обыкно-
венная слепушонка (Ellobius talpinus), степная 
пеструшка (Lagurus lagurus), водяная полёвка 
(A. amphibious), полёвка Брандта (Lasiopodomys 
brandtii), узкочерепная полёвка (L. gregalis), вос-
точная полёвка (Alexandromys fortis), обществен-
ная полёвка (M. socialis), обыкновенная полёвка 
(M. arvalis), восточноевропейская полёвка 
(M. rossiaemeridionalis), дагестанская полёвка 
(Terricola daghestanicus), мышь-малютка (Mi-
cromys minutus), малая лесная мышь (Sylvaemus 
uralensis), европейская лесная мышь (S. sylvati-
cus), курганчиковая мышь (M. spicilegus), домо-
вая мышь (M. musculus), тамарисковая песчанка 
(Meriones tamariscinus), полуденная песчанка 
(M. meridianus), когтистая песчанка (M. unguicu-
latus) всего 33 вида, (58,9±6,6)% от всех иссле-
дованных из трех групп.

Ко второй группе млекопитающих отно-
сятся: ушастый ёж (Hemiechinus auritus), бело-
брюхая белозубка (C. leucodon), малая белозубка 
(C. suaveolens), восточный длиннохвостый 
суслик (Spermophilus undulatus), левобережный 
малый суслик (S. pygmaeus), правобережный 
малый суслик (S. planicola), кавказский (гор-
ный) малый суслик (S. musicus), жёлтый суслик 
(S. fulvus), рыжеватый (большой) суслик (S. ma-
jor), даурский суслик (S. dauricus), крапчатый 
суслик (S. suslicus), байбак (M. bobak), хомячок 
Эверсманна (Allocricetulus eversmanni) – всего 
13 видов, (23,2±5,7)% от всех исследованных из 
трех групп.

К третьей группе (без учета некоторых видов 
домашних животных) [6, 12, 34] относятся: волк 
(C. lupus), енотовидная собака (N. procyonoides), 
обыкновенная лисица (V. vulpes), корсак (V. cor-
sac), ласка (M. nivalis), горностай (M. ermineа), 
степной (светлый) хорь (M. eversmanii), кабан 



Биология 73

(Sus scrofa), лошадь (Equus caballus), двугорбый 
верблюд (бактриан) (Camelus ferus) – всего 10 
видов, (17,9±5,2) % от всех исследованных из 
трех групп.

Таким образом, количество видов млекопи-
тающих – носителей туляремии в очагах степного 
типа – существенно больше, чем в очагах луго-
полевого типа. Вместе с тем в данном типе очага, 
как и в очагах луго-полевого типа, доминируют 
млекопитающие первой группы.

Пойменно-болотный тип очага. Имеет 
многочисленные варианты – озерно-займищный, 
лиманно-плавневый и т.п. [10, 23]. Характер-
ным является интразональное распространение 
очагов. Всего исследовано с положительным 
результатом 38 видов млекопитающих.

К первой группе относятся: средняя буро-
зубка (S. caecutiens), обыкновенная бурозубка 
(S. araneus), малая бурозубка (S. minutus), заяц 
беляк (L. timidus), заяц русак (L. europaeus), лес-
ная мышовка (Sicista betulina), лесной лемминг 
(Myopus schisticolor), ондатра (O. zibethicus), 
красно-серая полёвка (Craseomys rufocanus), 
европейская рыжая полёвка (Myodes glareolus), 
красная полёвка (M. rutilus), водяная полёвка 
(A. amphibious), узкочерепная полёвка (Lasiopodo-
mys gregalis), полёвка-экономка (Alexandro-
mys oeconomus), восточная полёвка (A. fortis), 
обыкновенная полёвка (M. arvalis), восточно-
европейская полёвка (M. rossiaemeridionalis), 
тёмная полёвка (M. agrestis), мышь-малютка 
(M. minutus), малая лесная мышь (S. uralensis), 
желтогорлая мышь (S. fl avicollis), восточноазиат-
ская мышь (Apodemus peninsulae), домовая мышь 
(M. musculus) – всего 23 вида, (60,5±8,0)% от 
всех исследованных из трех групп.

Ко второй группе млекопитающих от-
носятся: обыкновенный (среднерусский) ёж 
(E. europaeus), русская выхухоль (Desmana mos-
chata), обыкновенная кутора (Neomys fodiens), 
обыкновенный бобр (Castor fi ber), полевая мышь 
(A. agrarius), серая крыса (R. norvegicus), чёрная 
крыса (R. rattus) – всего 7 видов, (18,4±6,4)% от 
всех исследованных из трех групп.

К третьей группе (без учета домашних 
животных) относятся: волк (C. lupus), еното-
видная собака (N. procyonoides), обыкновенная 
лисица (V. vulpes), ласка (M. nivalis), горностай 
(M. ermineа), европейская норка (M. lutreola), 
американская норка (Neovison vison), кабан (Sus 
scrofa) – всего 8 видов, (21,1±6,7)% от всех ис-
следованных из трех групп.

Таким образом, количество видов млекопи-
тающих – носителей туляремии в очагах пой-
менно-болотного типа – существенно меньше, 

чем в очагах луго-полевого и степного типов. 
Вместе с тем, как и в последних, доминируют 
млекопитающие первой группы. 

Предгорно (горно)-ручьевой тип очага. 
Очаги локализуются по берегам ручьев и рек в 
предгорьях Саян, Кузнецкого Алатау, Кавказа, 
Алтая и других горных систем [10, 23, 27, 29, 35]. 
Всего исследовано с положительным результатом 
14 видов млекопитающих.

К первой группе относятся: плоскочереп-
ная полёвка (Alticola strelzowi), водяная полёвка 
(A. amphibious), обыкновенная полёвка (M. ar-
valis), дагестанская полёвка (T. daghestanicus), 
кустарниковая полёвка (T. majori), малая лесная 
мышь (S. uralensis), домовая мышь (M. musculus) – 
всего 7 видов, (50,0±13,9)% от всех исследован-
ных из трех групп.

Ко второй группе млекопитающих относят-
ся: кавказский (горный) малый суслик (S. musi-
cus), серый сурок (M. baibacina), монгольский 
сурок (тарбаган) (M. sibirica) – всего 3 вида, 
(21,4±11,4)% от всех исследованных из трех 
групп.

К третьей группе (без учета домашних жи-
вотных) относятся: волк (C. lupus), обыкновенная 
лисица (V. vulpes), ласка (M. nivalis), горностай 
(M. еrmineа) – всего 4 вида, (28,6±12,5)% от всех 
исследованных из трех групп.

Таким образом, количество видов мле-
копитающих – носителей туляремии в очагах 
предгорно(горно)-ручьевого типа – существенно 
меньше, чем в очагах луго-полевого, степного 
и пойменно-болотного типов, причем домини-
рование млекопитающих первой группы незна-
чительно.

Перечисленные четыре типа природных 
очагов туляремии эпидемиологически наиболее 
опасны [10]. Например, во время Спитакского 
землетрясения в 1988 г. в Армении активность 
очагов туляремии предгорно (горно)-ручьевого 
типа в зимний период была очень высокой –
выделенные культуры составили (27±4)% от 
127 проб (носители, переносчики, объекты внеш-
ней среды) [35].

Лесной тип очага. Распространен в зоне 
широколиственных и смешанных лесов, реже – 
в таежной зоне [10, 23]. Всего исследовано с 
положительным результатом 45 видов млекопи-
тающих.

К первой группе относятся: европейский 
крот (T. europaea), обыкновенная бурозубка 
(S. araneus), средняя бурозубка (S. caecutiens), 
малая бурозубка (S. minutus), крошечная буро-
зубка (Черского) (S. minutissimus), заяц русак 
(L. europaeus), заяц беляк (L. timidus), лесная 
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мышовка (S. betulina), обыкновенный слепыш 
(S. microphthalmus), алтайский цокор (M. myospa-
lax), орешниковая соня (Muscardinus avellanarius), 
обыкновенный хомяк (C. cricetus), джунгарский 
хомячок (P. sungorus), лесной лемминг (M. schis-
ticolor), ондатра (O. zibethicus), красно-серая 
полёвка (C. rufocanus), европейская рыжая по-
лёвка (M. glareolus), красная полёвка (M. rutilus), 
плоскочерепная полёвка (A. strelzowi), водяная 
полёвка (A. amphibious), обыкновенная полёвка 
(M. arvalis), тёмная полёвка (M. agrestis), ку-
старниковая полёвка (T. majori), мышь-малютка 
(M. minutus), малая лесная мышь (S. uralensis), ев-
ропейская лесная мышь (S. sylvaticus), желтогорлая 
мышь (S. flavicollis), кавказская мышь (S. ponti-
cus), восточноазиатская мышь (A. peninsulae), 
домовая мышь (M. musculus) – всего 30 видов, 
(66,7±7,1)% от всех исследованных из трех групп.

Ко второй группе млекопитающих относятся: 
обыкновенный (среднерусский) ёж (E. europaeus), 
обыкновенная кутора (N. fodiens), обыкновенная 
белка (Sciurus vulgaris), азиатский бурундук 
(Tamias sibiricus), лесная соня (Dryomys nitedula), 
обыкновенный бобр (C. fi ber), полевая мышь 
(A. agrarius) – всего 7 видов, (15,5±5,5)% от всех 
исследованных из трех групп. 

К третьей группе (без учета домашних жи-
вотных) относятся: волк (C. lupus), обыкновенная 
лисица (V. vulpes), соболь (Martes zibellina), ласка 
(M. nivalis), горностай (M. ermineа), европейская 
норка (M. lutreola), лесной (чёрный) хорь (M. puto-
rius), кабан (S. scrofa) – всего 8 видов, (17,8±5,8)% 
от всех исследованных из трех групп. 

Таким образом, по количеству видов – но-
сителей туляремии в этом типе очагов, как и в 
целом на энзоотичной по этой инфекции терри-
тории, абсолютно доминируют млекопитающие 
первой группы.

Тундровый тип очага. Поддерживается за 
счет разных видов землероек, полевок и лем-
мингов. Инфекция сохраняется годами в под-
стилках гнезд мелких млекопитающих (на вечной 
мерзлоте) и во льду [10, 23]. Всего исследовано 
с положительным результатом 19 видов млеко-
питающих.

К первой группе относятся: обыкновен-
ная бурозубка (S. araneus), средняя бурозубка 
(S. caecutiens), малая бурозубка (S. minutus), тун-
дряная (арктическая) бурозубка (S. tundrensis), заяц 
беляк (L. timidus) норвежский лемминг (Lem-
mus lemmus), сибирский лемминг (L. sibiricus), 
копытный лемминг (Dicrostonyx torquatus), крас-
но-серая полёвка (C. rufocanus), красная полёвка 
(M. rutilus), водяная полёвка (A. amphibious), уз-
кочерепная полёвка (L. gregalis), тёмная полёвка 

(M. agrestis), мышь-малютка (M. minutus) – всего 
14 видов, (73,7±10,4)% от всех исследованных 
из трех групп.

Носители второй группы не обнаружены.
К третьей группе (без учета домашних 

животных) относятся: волк (C. lupus), обыкно-
венная лисица (V. vulpes), обыкновенный песец 
(Alopex lagopus), ласка (M. nivalis), горностай 
(M. ermineа) – всего 5 видов, (26,3±10,9)% от всех 
исследованных из трех групп. 

Таким образом, в этом типе очага, как и в 
очаге предгорно (горно)-ручьевого типа, коли-
чество видов носителей сравнительно невелико. 
Доминируют млекопитающие первой группы.

Синантропный (урбанический, антро-
поургический) тип очага. Очаги вторичны, 
находятся на территории городов, поселков или 
их окраинах [10, 23]. Основными носителями 
возбудителя туляремии являются синантропные 
грызуны – домовая мышь и серая крыса. Эпизо-
отии могут возникать в результате заноса возбу-
дителя мигрирующими грызунами из природных 
биотопов в строения, обычно осенью и в начале 
зимы, а к весне – затухать. В циркуляцию воз-
будителя туляремии включаются обыкновенные 
полевки, часто заселяющие стога и ометы, рас-
положенные вблизи построек и жилищ человека.

К первой группе относится домовая мышь 
(M. musculus); ко второй группе – нутрия (Myocas-
tor coypus), серая крыса (R. norvegicus), чёрная 
крыса (R. rattus); к третьей группе – обыкновен-
ная лисица (V. vulpes), ласка (M. nivalis), горностай 
(M. ermineа), домашние и сельскохозяйственные 
животные – собака (Canis familiaris), домашняя 
кошка (Felis catus), лошадь (Equus caballus), 
двугорбый верблюд (Camelus ferus), домашний 
бык (корова) (Bos primigenius), домашняя коза 
(Сарrа hircus), домашняя овца (Ovis orientalis). 
При попадании в организм домашних животных, 
прежде всего копытных, массивных доз воз-
будителя отмечается резкое увеличение числа 
выкидышей (инфекционное абортирование). 
Вероятность быть источником заражения других 
животных и человека у них невелика. Обнаруже-
ние специфических антител у домашних живот-
ных имеет ориентировочное значение и служит 
сигналом для проведения на данной территории 
детальных эпизоотологических исследований на 
туляремию.

Таким образом, во всех типах первичных и 
вторичных очагов туляремии из всех исследо-
ванных видов носителей инфекции доминируют 
млекопитающие первой группы. 

Исходя из вышеизложенного, становится 
очевидной крайне малая доля видов животных, 
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исследованных к настоящему времени на туля-
ремию. Вместе с тем если рассмотреть систе-
матическую принадлежность млекопитающих 
из разных групп, то вполне ясно, что к первой 
группе по восприимчивости и чувствитель-
ности к возбудителю туляремии относятся 
мелкие млекопитающие, ко второй – мелкие и 
средние, к третьей – преимущественно хищные 
и копытные. Логично предположить, что не- 
исследованные к настоящему времени виды 
млекопитающих, в зависимости от их система-
тического положения, с большой вероятностью 
можно отнести либо к первой и второй группам, 
либо к третьей группе.

Большое значение для выявления цирку-
ляции возбудителя туляремии в паразитарной 
системе очага этой инфекции имеют птицы. 
Птицы-миофаги, как и хищные млекопитающие, 
обладают способностью вырабатывать анти-
тела к туляремийному микробу при поедании 
больных грызунов и насекомоядных. Поэтому 
изучение погадок хищных птиц и экскрементов 
хищных млекопитающих с выявлением в них 
антигена туляремийного микроба является одним 
из распространенных и весьма информативных 
серологических методов выявления эпизоотий [1, 
6, 33, 36]. Антитела к туляремийному микробу 
обнаружены у многих видов птиц (из 5 отрядов 
и 8 семейств): голуби (Columba sp.), водяной 
пастушок (водяная курочка) (Rallus aquaticus), 
коростель (дергач) (Crex crex), глухарь (Tetrao 
urogallus), домашняя (банкивская) курица 
(Gallus gallus), перепел (Coturnix coturnix), чай-
ки (Larus sp.), крачки (Sterna sp.), сипуха (Tyto 
alba), филин (Bubo bubo), рыбный филин (Ketupa 
blakistoni), ушастая сова (Asio otus), болотная сова 
(A. fl ammeus), степная пустельга (Falco naumanni), 
обыкновенная пустельга (Falco tinnunculus), 
чёрный коршун (Milvus migrans). Антиген туля-
ремийного микроба обнаружен в погадках боль-
шинства видов хищных птиц. Однако видовую 
идентификацию погадок в природе установить 
удается не всегда, особенно погадок крупных 
совиных, луней и ряда других хищных птиц, не-
значительно отличающихся размерами.
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The tularemia microbe can be found in all landscape zones of the 
Northern hemisphere, and in the Russian Federation this infec-
tion has been detected in virtually all regions. It spreads beyond 
the polar circle up to the 71° parallel. From 100 to 400 cases of 
tularemia infection are registered in the Russian Federation an-
nually, 75% of which are accounted for the Northern, Central and 
Siberian territories of the country. From time to time epidemic 
morbidity rates are reported. Presently, six types of natural tu-
laremia foci are established in Russia. Cadastre of tularemia car-
riers is compiled from the data obtained from the long-term field 
investigations carried out by the authors in various regions of the 
country, as well as from literature source data. Of 101 species 
of mammals studied for tularemia infection, 56 species turned 
out to be highly susceptible and highly sensitive to the pathogen 
(Group I) – 55.5±5.0 % of the total number of the examined species 
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with positive results from three groups that differ in susceptibility 
and sensitivity to tularemia agent. 
Keywords: tularemia, carriers, vectors of infection, types of foci. 
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Коллекционный фонд лаборатории декоративных растений Глав-
ного ботанического сада имени Н. В. Цицина Российской ака-
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коллекциях Dendranthema, Lilium, Phlox, Clematis. На сохранение 
ретро-сортов сориентированы коллекции Narcissus, Hemerocallis, 
Tulipa. Основные этапы микроэволюционного развития культуры 
продемонстрированы на примере родов Astilbe и Iris. Коллекция-
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Коллекционный фонд лаборатории деко-
ративных растений Главного ботанического 
сада имени Н. В. Цицина Российской академии 
наук (ЛДР ГБС РАН) – уникальное по своему 
количеству и качеству собрание декоративных 

растений, перспективных для выращивания в 
условиях культуры в cредней полосе России. 
По данным осенней инвентаризации 2017 г., в 
коллекциях лаборатории декоративных растений 
насчитывается 6050 наименований растений, в 
том числе 1055 видов и разновидностей, а так-
же 4995 сортов и садовых форм, относящихся к 
222 родам из 58 семейств (табл. 1).

Таблица 1
Распределение родов по семействам 
в составе коллекционного фонда 

лаборатории декоративных растений ГБС РАН

Название семейства Число родов 
(в составе коллекций ЛДР)

Asteraceae 31
Lamiaceae 16
Ranunculaceae 16
Poaceae 12
Rosaceae 10
Brassicaceae 9
Saxsifragaceae 9
Apiaceae 7
Campanulaceae 7
Convallariaceae 7
Boraginaceae 6
Caryophyllaceae 6
Scrophulariaceae 6
Berberidaceae 5
Liliaceae 5
Araceae 4
Aspleniaceae 4
Fabaceae 4
Papaveraceae 4
Amaryllidaceae 3
Hyacinthaceae 3
Plumbaginaceae 3
Apocynaceae 2
Aristolochiaceae 2
Crassulaceae 2
Fumariaceae 2
Iridaceae 2
Polemoniaceae 2
Poligonaceae 2
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Название семейства Число родов 
(в составе коллекций ЛДР)

Primulaceae 2
Rubiaceae 2
Adiantaceae 1
Adoxaceae 1
Alliaceae 1
Asparagaceae 1
Asphodelaceae 1
Buxaceae 1
Cistaceae 1
Colchicaceae 1
Commelinaceae 1
Cyperaceae 1
Dipsacaceae 1
Euphorbiaceae 1
Gentianaceae 1
Geraniaceae 1
Hemerocalleidaceae 1
Hydrophyllaceae 1
Hypericaceae 1
Juncaceae 1
Linaceae 1
Menispermaceae 1
Onagraceae 1
Paeoniaceae 1
Rutaceae 1
Solanaceae 1
Trilliaceae 1
Valerianaceae 1
Violaceae 1

Коллекции лаборатории в соответствии с 
особенностями различных культур отличаются 
по принципам формирования. В основу создания 
как отдельных коллекций, так и коллекционно-
го фонда ЛДР в целом заложены классические 
методы интродукции: эколого-географический, 
фитоценотический и метод родовых комплексов 
[2‒4]. При этом наиболее часто используются 
последние два.

В настоящее время фитоценотический метод 
активно применяется как для поддержания и рас-
ширения уже существующих, так и для создания 
новых коллекций.

Более 70 лет существует крупная коллекция-
экспозиция «Теневой сад», сформированная на 
основе естественной дубравы. По данным ин-
вентаризации 2017 г., она насчитывает 341 вид 

и 41 сорт. При этом в рамках коллекции почти 
полностью представлены некоторые олиготип-
ные роды лесного происхождения (Sanicula L., 
Vinca L., Asarum L., Brunnera Stev., Pulmana-
ria L., Polygonatum Adans.).

Из состава относительно новых для ЛДР 
коллекций с использованием этого метода в 
2012‒2013 гг. создана коллекция-экспозиция 
скальных растений. На обедненном, хорошо 
дренированном искусственном субстрате нор-
мально развиваются представители скальных 
осыпей, которые ранее трудно было сохранить 
в коллекции при выращивании на садовых 
почвах.

Кроме коллекции скальных растений, сле-
дует отметить и коллекции представителей пре-
рий Северной Америки (26 природных видов из 
13 родов) и степей Евразии (18 видов из 12 ро-
дов), также созданные на основе фитоценотиче-
ского метода.

Однако традиционно при интродукционных 
исследованиях в ЛДР наиболее широко исполь-
зуется метод родовых комплексов [4‒6]. На его 
основе в ЛДР созданы крупные коллекции по 
таким родам как Astilbe Buch.- Ham., Clema-
tis L., Dahlia Cav., Dendranthema DesMoul., Iris, 
Hemerocallis, Hosta Tratt., Lilium L., Narcis-
sus L., Paeonia, Phlox L., Rosa, Tulipa, Syringa 
(табл. 2).

Таблица 2
Количественный состав наиболее крупных родовых 
комплексов декоративных растений (по данным 

инвентаризации 2017 г.)

Ботанический 
род

Количество наименований, шт
видов сортов и садовых форм

Astilbe 8 132
Clematis 12 148
Dahlia 2 151
Dendranthema 0 107
Iris 12 204
Hemerocallis 10 201
Hosta 8 91
Lilium 5 241
Narcissus 1 345
Paeonia 6 480
Phlox 8 185
Rosa 26 1531
Tulipa 33 316
Syringa 6 201

Однако для поддержания возможности по-
ливариантного использования коллекционного 

Окончание табл. 1
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фонда ЛДР в НИР с коллекциями декоративных 
растений, как правило, учитываются различ-
ные современные тенденции [7]. Необходимо 
отметить, что в последние годы качественный 
состав коллекционных фондов ботанических 
садов России и сопредельных стран стал в 
значительной мере унифицированным, т. е. 
фактически в структуре коллекционных фондов 
большинства ботанических учреждений пред-
ставлен приблизительно одинаковый родовой 
состав, в целом отличающийся соотношением 
представителей природной и культурной флоры. 
Поэтому в настоящее время в ЛДР ГБС РАН 
политика создания, поддержания и расширения 
коллекций с учетом классических принципов 
их формирования [8] в целом направлена на 
создание уникальных собраний [7, 9].

В современных условиях глобализации 
задача по сохранению ретро-сортов, которые в 
мировом сортименте активно заменяются со-
ртами последних лет, поставлена при форми-
ровании коллекций таких родов, как Narcissus, 
Hemerocallis, Tulipa.

Не менее актуальным современным на-
правлением создания коллекционных фондов 
является сохранение национальных селекцион-
ных достижений. Поэтому при формировании 
коллекций по таким родам, как Dendranthema, 
Syringa, Lilium, Phlox, Paeonia, Clematis ос-
новным принципом является максимальное 
привлечение сортов отечественной селекции 
(табл. 3). Собрания этих культур демонстри-
руют достижения отечественной селекции 
разных лет.

Таблица 3
Доля сортов отечественной селекции 

в коллекционном фонде отдельных родовых 
комплексов в лаборатории декоративных растений 

ГБС РАН

Коллекция
Кол-во сортов отечественной 
селекции, % от общего числа 

сортов в коллекции
Dendranthema 67 
Phlox 45
Lilium 31
Clematis 29
Paeonia 17
Syringa 16

Отметим, что культивирование сортов оте-
чественной селекции в составе коллекций бота-
нических садов РФ должно позиционироваться 
как один из наиболее важных аспектов НИР 
(особенно на базе коллекций монокультур), по-
скольку является наиболее эффективным спосо-
бом их сохранения.

При формировании коллекции рода Den-
dranthema базовым критерием, имеющим для 
этой культуры в условиях средней полосы России 
принципиальное значение, является подбор со-
ртов наиболее ранних сроков цветения. В итоге 
в составе коллекционного фонда ЛДР сложился 
уникальный комплекс сортов, перспективных для 
озеленения в средней полосе России.

Относительно новым собранием, созданным 
в ЛДР за последние 15 лет, является коллекция 
представителей рода Astilbe. В настоящий момент 
в ее составе представлено 132 сорта (рис. 1), 

Рис. 1. Распределение сортов Astilbe коллекции ЛДР ГБС РАН по их принадлеж-
ности к садовым группам: 1 ‒ Astilbe x hybrida hort. ex Ievinya&Lusinya, 2 ‒ Astilbe 
x arendsii Arends, 3 ‒ Astilbe japonica Morr.&Decne., 4 ‒ Astilbe chinensis (Maxim.) 
Franch, 5 ‒ Astilbe simplicifolia Mak., 6 ‒ Astilbe thunbergii (Sieb. &Zucc.) Miq., 7 ‒ 
Astilbe glabberima Nak., 8 ‒ Astilbe x lemoinei E. Lemoine, 9 ‒ Astilbe x crispa (Arends) 
Bergmans, 10 ‒ Astilbe rosea Van Waveren&Kruyf, 11 ‒ Astilbe chinensis var. taquetii 

(Lev.), 12 ‒ Astilbe rivularis Buch.-Ham. ex D. Don

1         2         3         4         5         6         7         8         9        10       11       12  
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относящихся к 12 садовым группам (из 14 суще-
ствующих в мировом ассортименте) и 8 природ-
ных видов (A. davidii (Franch.) Henry, А. grandis 
Stapf. ex Wilson., A. japonica (Morr. et Decne.) 
A. Gray, A. koreana (Kom.) Nakai, A. microphylla 
Knoll, A. myriantha Diels, A. thunbergii (Sieb. et 
Zucc.) Miq., A. chinensis (Maxim.) Franch. & Sav. В 
целом сортовая часть коллекции составляет при-
близительно 50% от мирового сортимента этой 
культуры (если считать, что в настоящий момент 
в мире сохранилось 250 – 270 оригинальных со-
ртов).Таким образом, на основе собрания куль-
тиваров Astilbe эффективно реализован принцип 
сохранения в составе полевого банка максимально 
возможного числа сортов, составляющих мировой 
сортимент культуры.

Коллекция сортов Astilbe, наряду с собрани-
ем сортов Iris x hybrida hort., является типовой в 
аспекте реализации принципа создания выборки 
культиваров, представляющих основные этапы 
микроэволюционного развития культуры.

Выборка культиваров позволяет Astilbe по-
казать историю селекции культуры за длитель-
ный период времени (более 100 лет). При этом 
самыми старыми сортами в коллекции являют-
ся ‘W.E. Gladstone’ (1890-е гг.) и ‘Washington’ 
(1899 г.). Современная селекция представле-
на сортами, полученными в 2010 г. в Украине 
(‘Анюта’, ‘Оченята’). Кроме того, в коллекции 
представлены все основные селекционные цен-

тры этой культуры (Франция, Германия, Велико-
британия, Нидерланды, Латвия, Украина) [10].

Современная коллекция представителей 
рода Iris ОДР ГБС РАН содержит культивары Iris 
x hybrida разных периодов селекции, охватывая 
промежуток микроэволюционного развития со-
ртов высоких бородатых ирисов, составляющий 
более 150 лет: от созданных в конце XIX – на-
чале XX в. диплоидных сортов с относительно 
простой окраской и структурой околоцветника, 
небольшими размерами цветка (‘M-me Chereau’, 
‘Gracchus’, ‘Quaker Lady’ и др.) до современных 
тетраплоидов со значительно более крупным 
габитусом и сложной цветовой гаммой околоц-
ветника (‘Electrique’, ‘Full Impаct’, ‘Wench’, 
‘Bewilderbeast’, ‘Desert Echo’, ‘Midnight Majesty’, 
‘Clarence’ и др.) [11].

Новой для ЛДР ГБС РАН является коллек-
ция рода Hosta, находящаяся на этапе актив-
ного формирования. В настоящее время НИР 
на ее основе преимущественно направлена на 
создание репрезентативной выборки сортов, 
представляющих все современные группы (со-
гласно классификациям, разработанным Амери-
канским обществом любителей хост (American 
Hosta Growers Association) [12], отличающиеся 
по высоте растений, окраске листовых пла-
стинок как основной декоративной характе-
ристике культуры (рис. 2), а также их форме и 
текстуре.

Рис. 2. Распределение сортов Hosta L. коллекции ЛДР ГБС РАН в зависимости 
от окраски листовых пластинок

, 18.55%

, 9.28%

, 11.34%
 43.3%

, 
17.53%

Особое значение для ЛДР имеет коллекция 
представителей рода Rosa. На протяжении до-
статочно длительного времени она является 
наиболее крупной структурной компонентой 
коллекционного фонда лаборатории [ 7 ]. По дан-
ным 2017 г., род Rosa в коллекции представлен 
1557 образцами и составляют 26 % от общего 

числа наименований в составе коллекционного 
фонда. В коллекции представлены все садовые 
группы (рис. 3), основные страны происхожде-
ния сортов (Франция, Германия, Великобрита-
ния, США, Канада, Нидерланды, Новая Зелан-
дия, Дания, Болгария, Россия и др.), ведущие 
селекционные фирмы [13], (табл. 4).
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                                                                                                                                                       Таблица 4
Основные селекционные центры, сорта которых представлены в коллекции ЛДР ГБС РАН

Страна Название селекционно-семеноводческой фирмы
Англия Harkness Roses, David Austin, Le Grice, James Cocker & Sons
Бельгия Louis Lens
Болгария Prof. Dr. V. Staikov
Германия W. Kordes’ Sohne, Rosen Tantau, Noack
Дания Poulsen family
Ирландия Dickson Jacsons-Perkins, Weeks-Roses, Ralf Moore, Herbert Smith, T. Carruth
Испания Pedro Dot
Италия Barny
Нидерланды Interplant, De Ruiters
Канада Explorer’s Roses, Pakland’s Roses
Новая Зеландия Sam McGredy family
Россия И. И. Штанько, З. К. Клименко
Франция Meilland, Delbard, Guillot
Япония S. Suzuki

Рис. 3. Распределение представителей рода Rosa по садовым группам (% от общего объема коллекции) в составе 
современной коллекции ЛДР

В состав коллекции также включены селек-
ционные достижения, созданные на различных 
этапах: от ретро-сортов – Cabbage Rose (1596), 
Alba Semi-plena (1754), Boursault Rose (1810), 
Blush Noisette. N. (Noisette, 1894) и др., а также 

культурных форм от природных видов –Rosa gal-
lica versicolor (1581), R. foetida persiana (1594), 
R. gallica offi cinalis и R. spinossima (1600), до 
сортов, полученных за последние несколько лет: 
Gypsy Farbfestival, Arabia, Alexandra Princess Lux-
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embourg (2010); Ashley, The Poet’s Wife (2014); 
Big Bang (2015); Lady Ryderof Warsaw (2016) и др. 
Однако генеральной задачей современной НИР 
на ее основе является отбор перспективного для 
условий средней полосы России сортимента роз.

Несмотря на очевидные преимущества, метод 
Русанова имеет ряд ограничений. Он наиболее 
перспективен для монокультур с идентичной 
нормой реакции. В то же время для родовых 
комплексов с различными экологическими требо-
вания он мало применим. Так, в зависимости от 
почвенно-климатических условий пункта интро-
дукции этот подход имеет целый ряд ограничений 
и зачастую препятствует интродукции значитель-
ного количества представителей того или иного 
ботанического таксона. Поэтому на современном 
этапе развития интродукционных исследований 
наиболее актуальным (в первую очередь в аспекте 
сохранения биоразнообразия представителей рас-
тительного мира ex situ) следует считать поиск 
путей оптимизации метода Русанова. Наиболее 
перспективным, на наш взгляд, является подход, 
связанный с имитацией необходимых эдафиче-
ских условий (созданием серии экотронов).

Также востребованным аспектом НИР с 
сортовыми коллекциями монокультур в даль-
нейшем может стать расширение в их составе 
разнообразия культиваров из малочисленных 
или малораспространенных в рамках мирового 
ассортимента садовых групп.

При формировании коллекций культур 
с большим сортовым разнообразием, на наш 
взгляд, для поддержания репрезентативности 
выборки целесообразно использовать селекцион-
ные достижения стран с различным уровнем раз-
вития селекции, не ограничиваясь культиварами, 
представляющими страны-лидеры. Поскольку 
мировое разнообразие сортов той или иной 
культуры складывается как за счет доминиру-
ющих стран, крупных селекционных центров и 
ведущих селекционеров, так и из селекционных 
достижений стран с менее развитой селекцией.

При этом в долгосрочной перспективе фор-
мирования коллекционного фонда, кроме под-
ходов, основанных на классических принципах 
формирования сортовых коллекций, вероятно, 
может быть актуальным применение дополни-
тельных подходов. Так, например, для научно-ис-
следовательских целей может быть необходимым 
введение в состав коллекций сортов, оказавшихся 
за рамками интродукционного процесса (феноти-
пически сходных, хорошо изученных ранее, ге-
нетически близких и др.). Кроме того, подобный 
подход может быть востребованным и в работе с 
видовой частью коллекционного фонда.

Помимо крупных коллекций монокультур в 
ЛДР представлены и уникальные, весьма крупные 
по составу сборные коллекции мало распростра-
ненных многолетников [6]. Так, в коллекции низ-
корослых многолетников представлено 213 видов 
и 124 сорта, коллекция среднерослых многолет-
ников насчитывает 142 вида и 124 сорта, коллек-
ция высокорослых многолетников – 142 вида и 
126 сортов. Все эти коллекции являются основой 
для формирования новых родовых комплексов, 
которые впоследствии могут быть оформлены 
в виде отдельных коллекций. Так, в настоящее 
время уделяется особое внимание таким родам, 
как Ligularia Cass. (8 видов,6сортов), Gera-
nium L. (27 видов, 31 сорт), Filipendula Mill. (6 ви-
дов, 5 сортов), Eupatorium L. (7 видов, 4 сорта), 
Aster L. (18 видов, 54 сорта), Eryngium L. (8 видов, 
2 сорта), Potentilla L. (10 видов, 3 сорта), Sedum L.
(29 видов, 28 сортов), Sanguisorba L. (8 видов, 
8 сортов). Разнообразие представителей этих 
родов в составе коллекционного фонда ЛДР по-
зволяет репрезентативно представить все эколо-
гические и географические группы и основные 
направления в селекции.

В настоящее время одним из новых направ-
лений при формировании коллекционного фонда 
является создание коллекций, комплектование 
которых проходит не по географическому или 
родовому признаку, а на основе иных прин-
ципов. Так, в настоящее время в лаборатории 
декоративных растений ГБС РАН активно 
формируется коллекция многолетних декора-
тивных травянистых растений позднего срока 
цветения, перспективных для использования в 
городском озеленении. Основными задачами ее 
формирования являются привлечение наиболее 
декоративных поздноцветущих видов и сортов; 
оценка возможности их введения в культурную 
флору региона; подбор ассортимента поздноц-
ветущих многолетних травянистых растений, 
потенциально перспективных при формировании 
ассортимента для озеленения крупных городов. 
Это связано с тем, что в настоящий момент в 
городском озеленении Москвы недостаточно ак-
тивно используются поздноцветущие растения.

Основой вышеуказанной НИР является 
коллекция представителей семейства Asteraceae 
Dum., где репрезентативно представлены виды 
природной флоры Северной Америки [14]. В 
настоящий момент в коллекцию входит 29 при-
родных видов и 79 сортов, полученных на основе 
видов североамериканской флоры. При этом 
проводится планомерная работа по привлечению 
новых для региона родов, относящихся к семей-
ству Asteraceae. Так, очень перспективными для 
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условий средней полосы России являются сле-
дующие роды, характерные для флоры Северной 
Америки: Boltonia L’Her., Helianthus L., Vernonia 
Schreb., Coreopsis L., Solidago L., Eupatorium L., 
Silphium L.

Древесные растения в коллекционном фонде 
ЛДР традиционно были представлены только 
родами Rosa и Syringa, а также собранием при-
витых форм. В настоящее время тенденция НИР 
по этому направлению существенно изменилась 
и наиболее активно развивающейся является 
коллекция декоративных яблонь [15]. При этом 
ее основная часть сформирована относительно 
недавно. За последние 10 лет коллекция уве-
личилась до 53 сортов, форм и декоративных 
видов кребов. Хотя четыре сорта – ‘Makamik’, 
‘Royalty’, ‘Wierdak’, ‘Selkirk’ – культивируются 
в ЛДР уже десятки лет и показывают хорошую 
зимостойкость и морозоустойчивость.

Отметим, что расширение состава коллекции 
декоративных яблонь осуществляется ежегодно. 
Подавляющее большинство новых культиваров 
высоко декоративно. При этом у них наблюдается 
ежегодное цветение и плодоношение. Однако 
пока декоративные яблони редко используются 
в озеленении.

В современной коллекции перспективными 
являются сорта с махровыми цветками, такие как 
‘Brandy Magic’, ‘Charlottae’, но в экспозиции так-
же представлены культивары иных сортотипов, 
например, сорта с крупными розовыми цветками 
и колонновидными кронами. Это выведенные се-
лекционером М. В. Качалкиным ‘Розовая сказка’, 
‘Кармелита’, ‘Манящий аромат’, ‘Гранатовый 
браслет’, ‘Малиновое ожерелье’.

Таким образом, коллекционный фонд лабо-
ратории декоративных растений, являясь круп-
нейшим в России, отражает максимальное разно-
образие декоративных растений, перспективных 
для культивирования в условиях региона. В его 
составе представлены сорта, характеризующие 
основные этапы селекции по традиционным деко-
ративным культурам, сохраняются национальные 
селекционные достижения, ведется планомерная 
работа по расширению состава культурной флоры, 
формируется ассортимент растений, перспектив-
ных для озеленения крупных городов. Коллекци-
онный фонд может быть использован как полевой 
генный банк, а также в качестве базы для учебных 
и просветительских целей.
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The Collection Fund of the Laboratory of Ornamental Plants of the 
Main Botanical Garden named after N. V. Tsitsin of the Russian 
Academy of Sciences has currently 1055 species and varieties, 
as well as 4 995 varieties and garden forms. It was created on 
the basis of classical methods of introduction, such as (ecology)-
geographical, phytocoenotic and the method of generic complexes. 
At the same time, the modern policy of forming the collection fund 
is aimed at creating not only large but also unique collections. So, 
in the status of large mono-collections there are generic complexes 
such as Paeonia, Rosa, Syringa, Tulipa. Varieties of domestic selec-
tion are widely represented in the collections of Dendranthema, 
Lilium, Phlox, Clematis. The collections of Narcissus, Hemerocallis, 
Tulipa are aimed at preserving the retro varieties. The main stages 
of microevolutionary development of culture are demonstrated in 
the case of the genera Astilbe and Iris. The exposition “The Shadow 
Garden”, which has existed for more than 70 years, was created 
on of the site of an indigenous oak grove. An ecotron was created 
displaying the exposition of rocky plants.
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Атомно-силовая микроскопия при изучении клеток бактерий 
позволяет определить такие морфологические параметры, как 
длина, ширина, толщина клетки, ее периметр, площадь сечения, 
объем, среднеквадратичную шероховатость поверхности клетки, 
которая зависит от степени укладки пептидогликана и плотно-
сти липополисахарида. Целью данной работы было изучение 
изменений морфологических параметров клетки и клеточной 
поверхности бактерий при изменении температурных условий 
среды культивирования на модели Y. pestis. Наряду с традици-
онными морфологическими параметрами были определены 
коэффициенты, характеризующие функциональное состояние 
клеток – пластичность, ригидность клеточной стенки. Измере-
ния осуществляли с использованием стандартных методов полу-
контактной атомно-силовой микроскопии и программы анализа 
АСМ-изображений. На примере возбудителя чумы Y. pestis пока-
зано, что повышение температуры культивирования бактерий с 
28 до 37 °С приводит к увеличению объема клетки, шероховато-
сти поверхности клетки, ригидности клеточной стенки. Пониже-
ние температуры культивирования in vitro с 28 до 4 °С приводит к 

потере ригидности клеточной стенки, сглаживанию поверхности 
и увеличению пластичности. Полученные результаты расширяют 
сведения о механизмах адаптации чумного микроба в различных 
температурных условиях.
Ключевые слова: Yersinia pestis, бактериальная клетка, атом-
но-силовая микроскопия, морфометрический анализ, поверх-
ностная структура, температура культивирования.
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Введение

В настоящее время для изучения микро-
биологических объектов наряду со световой, 
электронной и люминесцентной микроскопией 
используются сканирующая зондовая микроско-
пия и ее вариант ‒ атомно-силовая микроскопия 
(АСМ). Атомно-силовая микроскопия прошла 
путь от простой визуализации микроорганизмов 
к изучению живой природы, структуры и роли 
отдельных клеточных элементов. Имеются досто-
верные литературные данные о применении АСМ 
для изучения морфологии клеток бактерий, суб-
клеточных структур, вирусов, способности ми-
кроорганизмов к споро- и капсулообразованию; 
исследования архитектоники биопленок; для вы-
явления специфических эпитопов; определения 
чувствительности к бактериофагам, антибакте-
риальным препаратам, факторам биотической и 
абиотической природы; оценки морфофункцио-
нального состояния клетки [1‒8]. Морфология, 
поверхностная и внутренняя ультраструктура 
клеток бактерий достаточно хорошо изучены 
методами световой и электронной микроскопии. 
В то же время морфологические исследования 
микроорганизмов микроскопическими методами 
позволяют определить только двумерные харак-
теристики: длину (L); ширину (W); периметр 
(P); площадь сечения клетки (S); коэффициент 
вытянутости клетки (L/W), характеризующий 
ее форму. Атомно-силовая микроскопия в силу 
своих физических возможностей позволяет опре-
делить трехмерные параметры: толщину (высоту) 
клетки (Н); среднеквадратичную шероховатость 
поверхности клетки, которая характеризует сте-
пень укладки пептидогликана клеточной стенки; 
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объем клетки (V); коэффициент уплощенности 
(S/H), характеризующий степень пластичности 
клетки; индекс (I) отношения ширины клетки к ее 
высоте (W/H), характеризующий степень ригид-
ности клеточной стенки (у нативных клеток I=1, у 
клеток со сниженной ригидностью индекс I повы-
шается) [9‒11]. Указанные параметры являются 
индикаторами морфофункционального состояния 
клетки и играют важную роль в формировании ее 
статуса в разных условиях и при действии раз-
личных факторов.

Одним из наиболее значимых факторов окру-
жающей среды, влияющих на структурно-функ-
циональные особенности бактерий, в том числе 
возбудителя чумы Yersinia pestis, обитающего в 
различных условиях, является температурный. 
Следует отметить, что при изучении влияния тем-
пературы культивирования на клетки бактерий в 
основном учитываются линейные размеры клеток 
и среднеквадратичная шероховатость поверхно-
сти клетки [12‒15]. В настоящей работе проведе-
на оценка влияния температуры на расширенный 
спектр морфометрических параметров.

Целью данной работы было изучение из-
менений морфологических параметров клетки и 
клеточной поверхности бактерий при изменении 
температурных условий среды культивирования 
на модели Y. pestis.

Материалы и методы

В работе использовали штаммы чумного 
микроба Государственной коллекции патоген-
ных бактерий «Микроб» (ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб») Y. pestis EV НИИЭГ (вакцинный) 
и природный штамм Y. pestis ssp. altaica 1559, 
выделенный из блох на территории Горно-Ал-
тайского высокогорного природного очага чумы 
(Республика Алтай) в 2012 г.

Бактерии выращивали на агаре Хоттингера 
(рН 7,2) при трех температурных режимах: 28 оС, 
37 оС и 4 оС. Подготовку штаммов проводили в 
соответствии с МУ 1.3.3103-13 «Организация 
работы лабораторий, использующих методы 
электронной и атомно-силовой микроскопии 
при исследовании культур микроорганизмов 
I‒IV групп патогенности». Клетки в стацио-
нарной фазе роста смывали с агара в 1 мл 2,5% 
глутаральдегидного фиксатора, приготовленного 
по D. Sabatini et al. [16] и инкубировали в течение 
2 ч при температуре 4 °С. Обеззараженные взвеси 
бактерий объемом 1 мл переносили в микроцен-
трифужные пробирки объемом 1,5 мл (Axygen, 
США) и центрифугировали при 6000 об/мин в те-
чение 20 мин для осаждения клеток. Супернатант 
отбирали в емкость для сброса отходов. Осадок 

суспендировали в 1 мл дистиллированной воды 
и повторно центрифугировали при 6000 об/мин в 
течение 20 мин. Супернатант отбирали, а осадок 
суспендировали в 1 мл дистиллированной воды. 
Взвесь микроорганизмов объемом 4 мкл нано-
сили на покровное стекло и высушивали путем 
естественного высыхания на воздухе.

Исследования проводили на сканирующем 
зондовом микроскопе Solver P47-PRO (НТ-МДТ, 
Россия) в прерывисто-контактном режиме. Ска-
нирование образцов осуществляли с применени-
ем кремниевых зондов серии NSG01 (НТ-МДТ, 
Россия) с жесткостью 5,1 Н/м, резонансной 
частотой 150 кГц, радиусом закругления иглы 
10 нм. Обработку полученных АСМ-изображений, 
измерения геометрических параметров выполня-
ли с использованием программного обеспечения 
Image Analysis (НТ-МДТ, Россия). Статистически 
рассчитывали достоверность различий между 
параметрами с уровнем значимости 0,95 с опреде-
лением критерия Стьюдента (t), коэффициент ва-
риации, коэффициент корреляции Спирмена (rs).

Результаты и их обсуждение

Проведена сравнительная оценка морфоло-
гических изменений коллекционного (вакцин-
ного) и природного (вирулентного) штаммов 
Y. pestis, выращенных в разных температурных 
условиях: при температуре 28 оС (стандартная 
температура культивирования возбудителя и 
температура тела переносчика ‒ блохи), при 
температуре 37 оС (температура, свойственная 
теплокровным хозяевам), при температуре 
4 оС (гипотермическая температура, наблюда-
ющаяся в норах и у инфицированных мелких 
млекопитающих в период зимней спячки [17]) 
(рис. 1‒3).

Рис. 1. АСМ штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенного 
при температуре культивирования 28 оС
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По результатам морфометрического анализа 
установлено, что коллекционный штамм Y. pestis 
EV НИИЭГ, выращенный при стандартной тем-
пературе культивирования 28 оС, характеризуется 
наличием однородных по морфологии клеток бак-
терий с коэффициентом вариации линейных раз-
меров клеток менее 10%. Длительное хранение и 
многочисленные пассажи в условиях in vitro на 
питательных средах привели к формированию го-
могенной популяции и стабильных форм клеток.

При изменении температуры культиви-
рования с 28 до 37 оС объем клеток у данного 
штамма увеличивался в среднем в 1,7 раза за счет 
увеличения ширины (рис. 4). Изменения были 
статистически значимыми (t = 2,30). Среднеква-
дратичная шероховатость поверхности клетки 
увеличивалась с (25 ± 5) до (30 ± 5) нм, что, по-

Рис. 3. АСМ штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенного 
при температуре культивирования 4 оС, стрелкой указаны 

округлые клетки

Рис. 2. АСМ штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенного 
при температуре культивирования 37 оС

видимому, связано с синтезом на поверхности 
клетки капсульного антигена F1 при температуре 
37 оС [18], а также с увеличением плотности 
липополисахарида клеточной стенки [15]. Ста-
тистически значимых изменений в пластичности 
клетки и ригидности клеточной стенки не обна-
ружено, критерий Стьюдента составил t = 0,35 в 
обоих случаях (см. рис. 4).

При понижении температуры культивирова-
ния до гипотермического значения (4 оС) объем 
клетки уменьшался в 2,1 раза, что согласуется 
с литературными данными [17]. Наблюдалось 
формирование округлых клеток (см. рис. 3), свой-
ственных некультивируемым, но жизнеспособ-
ным формам чумного микроба [17], и вытянутых 
клеток, характерных для бактерий, подвергшихся 
стрессовым факторам [13]. С понижением тем-
пературы среднеквадратичная шероховатость 
поверхности клеток уменьшалась с (25 ± 5) до 
(20 ± 5) нм (см. рис. 4). Понижение температуры 
с 28 до 4 оС приводило к увеличению коэффи-
циента уплощенности с 4,2 ± 0,4 до 5,7 ± 0,4, 
к увеличению индекса I с 2,3 ± 0,2 до 3,8 ± 0,2, 
что свидетельствовало о снижении ригидности 
клеточной стенки. Изменение пластичности и 
ригидности было статистически значимым со 
значением критерия Стьюдента t = 2,65 и t = 5,30 
соответственно.

Корреляционный анализ показал прямую за-
висимость увеличения длины, ширины, объема, 
шероховатости клеток с увеличением темпера-
туры с 4 до 37 оС (rs = 0,875‒1,0) и обратную 
зависимость – для коэффициента уплощенности 
и индекса I (rs = -1,0), что свидетельствовало о 
функциональной связи снижения пластичности 
и увеличения ригидности клеточной стенки с 
повышением температуры.

Природный штамм Y. pestis 1559, в отличие 
от вакцинного штамма, обладал гетерогенностью 
популяции на клеточном уровне с коэффициентом 
вариации линейных размеров клеток (длины) бо-
лее 10%. В культуре наблюдались как типичные 
по морфологии клетки, так и вытянутые при всех 
исследуемых температурах (рис. 5‒7).

Из литературных данных следует, что 
гетерогенность природных штаммов Y. pestis 
повышает выживаемость популяции бактерий 
в изменяющихся или неоднородных условиях 
среды, в организме хозяина и переносчика и при 
воздействии стрессовых факторов [19].

В то же время закономерности изменения 
морфологии клеток бактерий штамма Y. pestis 
1559 при повышении и понижении температуры 
культивирования были аналогичны коллекцион-
ному штамму (см. рис. 4).

Д. В. Уткин и др. Исследование морфологических особенностей клеток бактерий Yersinia pestis
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Увеличение температуры культивирования 
с 28 до 37 оС приводило к увеличению объема 
клеток в 1,9 раза, повышению шероховатости 
поверхности клеток с (22 ± 5) до (48 ± 11) нм (см. 
рис. 4). В результате повышения «складчатости» 
клетки увеличивалась площадь поверхности 
клеточной стенки и плотность липополисаха-
рида [15], что, по-видимому, является одним 
из факторов адаптивной реакции бактерий 
чумного микроба на температуру, свойственную 
организму млекопитающего [14]. Кроме того, 
при температуре 37 оС во внеклеточном про-
странстве наблюдались рассеянные частицы и 
агрегаты (см. рис. 6), описанные ранее в лите-
ратуре [15].

С понижением температуры культивирования 
с 28 до 4 оС среднеквадратичная шероховатость 
поверхности клетки уменьшалась с (22 ± 5) до 
(18 ± 3) нм (см. рис. 4), клетки становились более 
гладкими, покрытыми капсульным веществом 
(см. рис. 7).

При изменении температуры культивирова-
ния с 28 до 37 оС коэффициент уплощенности, 
характеризующий степень пластичности клетки, 
практически оставался на одном уровне (4,0 ± 0,2 
и 4,2 ± 1,4 соответственно). В гипотермических ус-
ловиях при температуре 4 оС пластичность клеток 
увеличивалась, что приводило к статистически до-
стоверному увеличению коэффициента уплощен-
ности с 4,0 ± 0,2 до 8,4 ± 0,4, t = 9,84 (см. рис. 4).

Индекс I, характеризующий ригидность 
клеточной стенки, с повышением температуры 
незначительно уменьшался с 2,5 ± 0,1 до 2,3 ± 0,6, 
что указывает на небольшое повышение ригидно-
сти. Понижение температуры до 4 оС приводило 
к достоверному увеличению индекса I с 2,5 ± 0,1 
до 3,5 ± 0,1 (t = 7,07), что свидетельствовало о 
снижении ригидности клеточной стенки.

У природного штамма установлена прямая 
зависимость увеличения длины и ширины клеток 
от температуры (rs = 0,875‒1,0) и обратная – 
для индекса I (rs = -1,0).

Рис. 4. Основные морфометрические параметры клеток Y. pestis EV НИИЭГ, Y. pestis 1559, выращенных при 
температуре 4 оС, 28 оС, 37 оС

Длина клетки, мкм Ширина клетки, мкм

Объем клетки, мкм3 Шероховатость поверхности, нм

Коэффициент уплощенности, о.е. Индекс I, о.е.
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Рис. 7. АСМ штамма Y. pestis ssp. altaica 1559, выращен-
ного при температуре культивирования 4 оС

Рис. 5. АСМ штамма Y. pestis ssp. altaica 1559, выращен-
ного при температуре культивирования 28 оС

Рис. 6. АСМ штамма Y. pestis ssp. altaica 1559, выращен-
ного при температуре культивирования 37 оС

Таким образом, общими тенденциями мор-
фологических изменений при повышении темпе-
ратуры культивирования  с 28 до 37 оС являются: 
увеличение объема клетки, шероховатости по-
верхности клетки, ригидности клеточной стенки 
как у авирулентного (лишенного области пигмен-
тации – одного из ведущих факторов вирулент-
ности), так и у природного вирулентного штамма.

Понижение температуры до гипотермиче-
ских значений в обоих случаях приводит к по-
тере ригидности клеточной стенки, сглаживанию 
поверхности, увеличению пластичности, что 
свидетельствует о различных механизмах адап-
тации чумного микроба при культивировании in 
vitro при повышении и понижении температуры, 
регистрируемых с использованием АСМ. В то 
же время у природного штамма Y. pestis, вы-
деленного из Горно-Алтайского высокогорного 
природного очага, выявлена гетерогенность кле-
точной популяции, которая выражается в наличии 
в популяции клеток с типичной для чумного 
микроба морфологией и вытянутых форм. При 
низкой температуре (4 оС) в популяции появля-
ются округлые клетки, а все клетки покрыты кап-
сульным веществом. Подобные изменения могут 
свидетельствовать об адаптации клеток чумного 
микроба к низким температурам в период зим-
ней спячки носителей и требуют дальнейшего 
изучения для раскрытия механизмов выживания 
и стойкости чумного микроба в окружающей 
среде в межэпизоотический период, в том числе 
в зимнее время.

Авторы подтверждают отсутствие кон-
фликта финансовых / нефинансовых интересов, 
связанных с написанием статьи.
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Atomic force microscopy in the study of bacterial cells allows the de-
termination of such morphological parameters as: length, width, cell 
thickness, its perimeter, cross-sectional area, volume and root mean 
square roughness of the cell surface, which depends on the degree of 
laying of peptidoglycan and density of lipopolysaccharide. The aim of 
this work was to study the changes in the morphological parameters of 
the cell and the cell surface of bacteria when the temperature conditions 
of the culture medium change on the Y. pestis model. Along with the 
traditional morphological parameters the coefficients characterizing 
the functional state of cells – plasticity, rigidity of the cell wall were 
determined. The measurements were carried out using standard meth-
ods of semi-contact atomic force microscopy and software analysis of 
AFM images. On the example of Y. pestis it is shown that an increase 
in the temperature of bacteria cultivation from 28 °C to 37 °C leads to 
an increase in the volume of the cell, the surface roughness of the cell, 
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and the rigidity of the cell wall. Lowering the cultivation temperature 
in vitro from 28 °C to 4 °C leads to loss of the rigidity of the cell wall, 
smoothing of the surface and increasing plasticity. The obtained results 
extend the information about the mechanisms of adaptation of the 
plague microbe in different temperature conditions.
Keywords: Yersinia pestis, bacterial cell, atomic force microscopy, 
morphometric analysis, surface structure, cultivation temperature.
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Нарушения в составе микробиоценозов являются предвестни-
ками изменений физиологического статуса организма, связан-
ных с угнетением иммунобиологической защиты организма, 
его аллергизацией, хронической интоксикацией, повышением 
восприимчивости к инфекционным заболеваниям. Некоторые 
исследования подтверждают влияние магнитного излучения 
аномальных характеристик как на жизнеспособность и скорость 
роста бактерий, так и на активность различных систем, в частно-
сти антиоксидантную систему и систему перекисного окисления 
липидов. Цель нашего исследования состояла в определении 
влияния пробиотика «Бифидумбактерин» на микробиоту толстой 
кишки и функционально-метаболическую активность антиокси-
дантной системы и процессов перекисного окисления липидов 
колоноцитов и плазмы крови экспериментальных животных в 
условиях гентамицин-ассоциированного дисбиоза, отягощённо-
го одновременным воздействием магнитного поля повышенной 
напряженности. Исследование проведено на 120 мышах линии 
BALB/c, которые были разделены на шесть групп по 20 особей 
в каждой. У экспериментальных животных всех исследуемых 
групп изучали количественный и качественный состав мукоз-
ной микрофлоры толстой кишки, а также содержание продуктов 
перекисного окисления липидов и ферментов антиоксидантной 
системы колоноцитов и плазмы крови. Применение пробиотика 
«Бифидумбактерин», как в группе «Коррекция ГМП», так и в дру-

гой опытной группе «Коррекция АМП», оказало положительное 
влияние на активность ферментов антиоксидантной защиты и 
содержание продуктов перекисного окисления липидов, но толь-
ко в колоноцитах кишечника мышей. Изменения в плазме крови 
были незначительны.
Ключевые слова: дисбиоз, антиоксидантная система, пере-
кисное окисление липидов, магнитное поле.
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Введение 

Микробные популяции различных биотопов 
выступают в роли симбионтов или сапрофитов, 
находясь в экологическом равновесии с организ-
мом хозяина. Нарушения в составе микробио-
ценозов являются предвестниками изменений 
физиологического статуса организма, связанных 
с угнетением иммунобиологической защиты 
организма, его аллергизацией, хронической 
интоксикацией, повышением восприимчивости 
к инфекционным заболеваниям. Современные 
исследования состава кишечной микробиоты 
показали, что ее качественные и количественные 
изменения коррелируются с патогенезом многих 
заболеваний, таких как цирроз печени, атероскле-
роз, ожирение, сахарный диабет 2-го типа [1, 2].

Среди основных причин развития дисбио-
за кишечника выделяют прием лекарственных 
препаратов (антибактериальных, гормональных, 
цитостатиков), заболевания гастроинтестиналь-
ного тракта, острые кишечные инфекции, а также 
неблагоприятную экологическую обстановку, 
связанную, например, с воздействием магнит-
ных полей аномальных характеристик. Так, на 
территории Курской области обозначен район 
геомагнитных аномалий [3].

Магнитные поля аномальных характеристик 
оказывают большое влияние на биологические 
системы, включая здоровье человека [4‒6]. Не-
которые исследования подтверждают влияние 
магнитного излучения аномальных характери-
стик как на жизнеспособность и скорость роста 
бактерий, так и на активность различных систем, 
в частности антиоксидантную систему и систе-

 © Веревкина Н. А., Медведева О. А., Королев В. А., Шевченко А. В., Калуцкий П. В., 2019



Биология 95

му перекисного окисления липидов (ПОЛ) [7]. 
Окислительный стресс можно определить как 
чрезмерное производство реакционноспособных 
видов кислорода или азота (прооксидантов) и / 
или дефицита ферментативных и нефермента-
тивных антиоксидантов, которые участвуют в 
процессах детоксикации. Чрезмерное количество 
свободно-радикальных окислителей в клетке, 
которые триггируют мутагенез, и окислительное 
повреждение могут стать причиной изменения 
нормальной структуры и функции липидов и 
белков. Следовательно, избыточное содержание 
свободных радикалов можно рассматривать 
как причину, так и эффект многочисленных 
патологических состояний [8]. Комплексное 
воздействие антибиотиков и магнитного поля 
аномальных характеристик способствует более 
глубоким изменениям, чем каждый из этих фак-
торов в отдельности [3].

Целью настоящего исследования было 
определить влияние пробиотического препара-
та «Бифидумбактерин» на микробиоту толстой 
кишки и функционально-метаболическую актив-
ность антиоксидантной системы и процессов 
перекисного окисления липидов колоноцитов и 
плазмы крови экспериментальных животных в 
условиях гентамицин-ассоциированного дисбио-
за, отягощённого одновременным воздействием 
магнитного поля повышенной напряженности. 

Материалы и методы

Исследование проведено на 120 мышах ли-
нии BALB/c, которые были разделены на шесть 
групп по 20 особей в каждой. Первую группу со-
ставили животные, которые находились при фо-
новых значениях геомагнитного поля «Контроль 
ГМП». Во вторую группу входили животные, 
которые подвергались воздействию искусствен-
ного магнитного поля аномальных характеристик 
в течение 2 недель «Контроль АМП». В третью 
группу «Дисбиоз ГМП» входили животные, кото-
рым ежедневно в течение 5 дней внутрибрюшин-
но вводили раствор гентамицина в концентрации 
80 мкг/мл в пересчёте на массу тела животного 
[9]. В четвертую опытную группу входили жи-
вотные, которые получали гентамицин и одно-
временно находились в условиях воздействия 
аномальных характеристик магнитного поля 
«Дисбиоз АМП». Животные пятой и шестой 
опытных групп после формирования гентами-
цин-ассоциированного дисбиоза интрагастраль-
но получали пробиотик «Бифидумбактерин» в 
течение 21 дня 1 раз в сутки. При этом мыши 
пятой опытной группы находились под постоян-
ным воздействием магнитного поля аномальных 

характеристик «Коррекция “Бифидумбактерин” 
АМП». У экспериментальных животных всех 
исследуемых групп изучали количественный и ка-
чественный состав мукозной микрофлоры толстой 
кишки, а также содержание продуктов перекис-
ного окисления липидов и ферментов антиокси-
дантной системы колоноцитов и плазмы крови.

Исследование количественного и каче-
ственного составов мукозной микрофлоры тол-
стой кишки мышей проводилось по методике 
Л. И. Кафарской и В. М. Коршунова [10, 11]. 
Биоптаты слизистой оболочки толстой кишки 
освобождались от химуса и взвешивались в 
асептических условиях. Материал помещали в 
стерильный фосфатный буфер в соотношении 
1:10 и выдерживали в нём 2 ч для разжижения 
муцина. После этого готовили разведения ма-
териала до концентраций 10-2‒10-4. По 0,1 мл 
каждого разведения взвеси засевали газоном на 
поверхность питательных сред (Эндо, Сабуро, 
SSA-агар, ЦПХ- агар, кровяной агар, желточно-
солевой агар, висмут-сульфит агар, лактоагар, 
бифидоагар) и инкубировали при температуре 
37 °С в аэробных и анаэробных условиях. Вы-
деленные микроорганизмы идентифицировали 
с использованием микробиологического ана-
лизатора «Multiskan-Ascent» и тест-систем ЭН-
ТЕРОтест-16, СТАФИтест-16, Стрептотест-16, 
Эн-КОККУСтест-16; API 50 CHL – для иденти-
фикации лактобацилл и бифидобактерий. Со-
держание микроорганизмов в 1 г материала рас-
считывали, исходя из числа выросших колоний 
микроорганизмов – колониеобразующих единиц 
(КОЕ) при посеве из максимального разведения, 
где отмечался рост не менее 10 колоний, учиты-
вая при этом объём посевного материала. Для 
расчёта использовали формулу: К = Е/к × v × n, 
где К – колониеобразующая единица, Е – общее 
количество бактерий, к – количество внесённого 
материала, v – количество чашек Петри, n – раз-
ведение. Удельное содержание микроорганизмов 
вычисляли как количество микроорганизмов, 
выделенных из биопроб, и выражали в lg КОЕ/г 
массы биологического материала [12, 13]. 

О состоянии ПОЛ судили по содержанию 
ацилгидроперекисей (АГП) и малонового диаль-
дегида (МДА). Состояние антиоксидантной 
системы оценивали по активности ферментов 
супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы (КАТ) в 
ткани кишечника и плазме крови. Данные пока-
затели оценивали традиционными методами [14]. 
Исследования проводили с соблюдением всех 
принципов, изложенных в «Конвенции по защите 
позвоночных животных», используемых для экс-
периментальных и других целей (г. Страсбург, 
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Франция, 1986). Обработка вариационных рядов 
включала подсчет средних арифметических ве-
личин (М), ошибки средней арифметической (m), 
достоверной разницы между показателями (Р) с 
учетом доверительной вероятности по Т-критерию 
Стьюдента и F-критерию Фишера [15].

Для изучения влияния магнитного поля 
аномальных характеристик на мукозную микро-
флору толстой кишки, содержание продуктов 
перекисного окисления липидов и активность 
ферментов антиоксидантной системы исполь-
зовали устройство для воспроизведения магнит-
ного поля аномальной напряжённости. Данное 

устройство позволило достичь внутри колец 
Гельмгольца магнитное поле с напряжённостью, 
сопоставимой с параметрами напряжённости 
вертикальной составляющей геомагнитного поля 
в районе г. Железногорска [16].

Результаты и их обсуждение

При коррекции гентамицин-ассоциирован-
ного дисбиоза пробиотиком «Бифидумбактерин» 
наблюдались следующие изменения в качествен-
ном и количественном составе микробиоценоза 
толстой кишки экспериментальных животных 
(табл. 1).

Таблица 1
Состав мукозной микробиоты толстой кишки мышей в условиях гентамицин-ассоциированного дисбиоза

Выделенные микроорганизмы

Количество микроорганизмов, lg KOE/г (M ± m)

Группы животных
Контроль ГМП

(интактные мыши) Дисбиоз ГМП Коррекция 
«Бифидумбактерин ГМП»

Облигатные представители

Облигатные анаэробы
Bifi dobacterium spp. 7,47±0,66 5,41±0,59* 8,54±0,51ххх

Lactobacillus spp. 6,55±0,59 4,29±0,53** 6,01±0,55х

Факультативные анаэробы
Enterococcus spp. 6,93±0,60 1,16±0,54*** 5,27±0,57ххх

E. сoli типичные 7,22±0,70 2,67±0,55*** 6,86±0,91ххх

E. сoli лактозонегативные 3,42±0,70 1,86±0,56 3,86±0,57х

E. сoli гемолитические 0±0 0±0 0±0

Факультативные представители

Облигатные анаэробы
Клостридии 4,72±0,75 2,96±0,69 3,16±0,81
Факультативные анаэробы
Staphylococcus aureus 0±0 3,76±0,72*** 1,11±0,59хх

Staphylococcus негемолитические 4,35±0,97 1,36±0,53* 3,73±0,61хх

Candida spp. 2,49±0,66 6,22±0,92** 3,18±0,72х

Другие условно-патогенные
Enterobacter spp. 4,42±0,70 2,46±0,52* 3,15±0,65
Citrobacter spp. 3,06±0,77 2,65±0,74 2,83±0,79
Proteus spp. 1,01±0,51 0±0*** 2,97±0,63*ххх

Неферментирующие бактерии
Pseudomonas spp. 0±0 0±0 0±0

Примечание. По сравнению с контрольной группой ГМП: * ‒ р ≤ 0,05, ** ‒ р ≤ 0,01, *** ‒ р ≤ 0,001; по сравне-
нию с группой «дисбиоз ГМП»: х ‒ p < 0,05, хх ‒ p < 0,01, ххх ‒ p < 0,001.

Количество бифидобактерий увеличилось в 
1,6 раза по сравнению с группой «Дисбиоз ГМП» 
и превысило значение определяемого показателя 
интактной группы. Количество лактобактерий 
увеличилось в 1,4 раза по сравнению с опыт-
ной группой «Дисбиоз ГМП», но не достигло 

значения определяемого показателя интактной 
группы. Содержание бактерий рода Enterococcus 
spp. увеличилось в 4,5 раза по сравнению со 
значением определяемого показателя опытной 
группы «Дисбиоз ГМП» и составило lg КОЕ 
5,27±0,57. На фоне применения пробиотиика 



Биология 97

«Бифидумбактерин» в составе микробиоты тол-
стой кишки мышей число типичных и лактозоне-
гативных эшерихий увеличилось по сравнению 
с группой «Дисбиоз ГМП» в 2,6 раза и в 2,1 раза 
соответственно. Количество лактозонегативных 
эшерихий превысило значение определяемого 
показателя интактной группы.

При коррекции гентамицин-ассоцииро-
ванного дисбиоза в условиях воздействия маг-
нитных полей фоновых характеристик E. сoli, 
обладающая гемолитическими свойствами, не 
определялась в группах «Коррекция “Бифидум-
бактерин” ГМП», «Дисбиоз ГМП» и в группе 
интактных животных. Количество золотистого 
стафилококка снизилось в 3,4 раза по сравнению 
с показателем опытной группы «Дисбиоз ГМП» 
и составило lg КОЕ 1,11±0,59. Содержание не-
гемолитического стафилококка увеличилось в 
2,7 раза по сравнению с определяемым показа-

телем в группе «Дисбиоз ГМП» и составило lg 
КОЕ 3,73±0,61. Количество грибов рода Candida 
снизилось в 2 раза по сравнению со значением 
определяемого показателя в группе «Дисбиоз 
ГМП» и составило lg КОЕ 3,18±0,72.

Число бактерий рода Proteus spp. составило 
lg КОЕ 2,97±0,63, при этом в опытной группе 
«Дисбиоз ГМП» их идентифицировать не уда-
лось. Бактерии рода Pseudomonas spp. не опре-
делялись ни в одной из опытных групп. 

Количественные изменения определяемого 
показателя для представителей родов Clostridium 
spp., Enterobacter spp. и Citrobacter spp. были не 
достоверны. 

Изменения качественного и количественного 
состава микробиоты толстой кишки в условиях 
воздействия искусственного магнитного поля 
аномальных характеристик представлены в 
табл. 2. 

Таблица 2
Состав мукозной микробиоты толстой кишки мышей в условиях гентамицин-ассоциированного дисбиоза 

при одновременном воздействии магнитных полей аномальных характеристик

Выделенные 
микроорганизмы

Количество микроорганизмов, lg KOE/г (M ± m)

Группы животных
Контроль (интактные 

мыши) ГМП
Контроль
АМП Дисбиоз АМП Коррекция 

«Бифидумбактерин» АМП
Облигатные представители

Облигатные анаэробы
Bifi dobacterium spp. 7,47±0,66 6,42±0,56х 4,07±0,67*** 8,19±0,91ххх

Lactobacillus spp. 6,55±0,59 4,85±0,54 3,18±0,73*** 5,24±0,73
Факультативные анаэробы
Enterococcus spp. 6,93±0,60 0±0 0±0*** 5,28±0,72ххх

E. сoli типичные 7,22±0,70 4,67±0,62хх 2,10±0,62*** 7,03±0,65ххх

E. сoli лактозонегативные 3,42±0,70 2,16±0,60 1,15±0,50* 4,06±0,61ххх

E. сoli гемолитические 0±0 1,12±0,56х 3,54±0,69*** 2,28±0,65***

Факультативные представители

Облигатные анаэробы
Клостридии 4,72±0,75 2,53±0,55 2,36±0,52* 4,01±0,66
Факультативные анаэробы
Staphylococcus aureus 0±0 4,12±0,67 5,03±0,74*** 3,06±0,54***х

Staphylococcus 
негемолитические 4,35±0,97 5,28±0,73 4,76±0,76 4,06±0,75

Candida spp. 2,49±0,66 3,65±0,70х 6,12±0,82*** 4,03±0,74
Другие условно-патогенные
Enterobacter spp. 4,42±0,70 5,37±0,77 4,85±0,69 3,82±0,84
Citrobacter spp. 3,06±0,77 1,65±0,54 2,76±0,78 4,98±0,83х

Proteus spp. 1,01±0,51 3,18±0,76х 1,16±0,84 1,74±0,60
Неферментирующие бактерии
Pseudomonas spp. 0±0 2,18±0,56 2,76±0,63*** 1,96±0,61**

Примечание. По сравнению с контрольной группой ГМП:  * ‒ р ≤ 0,05, ** ‒ р ≤ 0,01, *** ‒ р ≤ 0,001; по сравнению 
с группой «дисбиоз АМП»:  х ‒ p < 0,05, хх ‒ p < 0,01, ххх ‒ p < 0,001.

Н. А. Веревкина и др. Влияние пробиотика «Бифидумбактерин» 
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Количество бифидобактерий увеличилось 
в 2 раза по сравнению с опытной группой «Дис-
биоз АМП» и превысило значение определяе-
мого показателя интактной группы. Бактерии 
рода Enterococcus spp., которые не идентифи-
цировались в группе «Дисбиоз АМП», в группе 
«Коррекции “Бифидумбактерин” АМП» опреде-
лялись в количестве lg КОЕ 5,28±0,72, но уровня 
определяемого показателя интактной группы им 
достигнуть не удалось. 

При коррекции гентамицин-ассоциирован-
ного дисбиоза пробиотиком в условиях воздей-
ствия магнитных полей аномальных характе-
ристик произошло увеличение, по сравнению с 
группой «Дисбиоз АМП», количества типичных 
и лактозонегативных эшерихий в 3,3 и 3,5 раза 
соответственно. Содержание Staphylococcus 
aureus в группе «Коррекция “Бифидумбактерин” 
АМП» снизилось в 1,6 раза по сравнению со 
значением показателя, определяемого в опытной 

группе «Дисбиоз АМП». Следует отметить, что 
в группе интактных животных Staphylococcus 
aureus не идентифицировался.

Количество представителей рода Citobacter 
spp. увеличилось в 1,8 раза по сравнению с 
группой «Дисбиоз АМП» и превысило значение 
показателя интактной группы.

Изменение численности лактобактерий, 
гемолитических эшерихий, клостридий, неге-
молитического стафилококка, а также грибов 
рода Candida и представителей рода Enterobacter 
spp., Proteus spp., Pseudomonas spp. были не до-
стоверны.

В нашем исследовании также проводилось 
изучение активности ферментов антиоксидант-
ной системы (каталазы и СОД) и содержания 
продуктов перекисного окисления липидов 
(МДА, АГП) колоноцитов и плазмы крови экс-
периментальных животных в условиях гента-
мицин-ассоциированного дисбиоза (табл. 3, 4).

Таблица 3
Активность ферментов антиоксидантной системы колоноцитов и плазмы крови  мышей 

в условиях гентамицин-ассоциированного дисбиоза и его коррекции

Группы животных
Активность КАТ (М ± m) Активность СОД (М ± m)

Плазма,
мкат/мл

Гомогенат ткани кишечника,
мкат/г белка ткани

Плазма,
у.е.

Гомогенат ткани 
кишечника, у.е

Контроль ГМП 
(интактные мыши) 14,14±0,87 15,20±0,82 16,33±0,85 13,50±0,81

Дисбиоз ГМП 10,93±0,76** 11,18±0,85*** 13,50±0,92* 7,62±0,68***
Коррекция «Бифидумбактерин 
ГМП» 12,26±0,74 10,85±0,70*** 14,15±0,73 13,71±0,86ххх

Примечание. По сравнению с контрольной группой:  * ‒ p < 0,05, ** ‒ p < 0,01, *** ‒ p < 0,001; по сравнению с 
группой «дисбиоз»:  х ‒ p < 0,05, хх ‒ p < 0,01, ххх ‒ p < 0,001.

Таблица 4
Содержание продуктов перекисного окисления липидов в колоноцитах и плазме крови мышей 

в условиях гентамицин-ассоциированного дисбиоза и его коррекции

Группы животных
Содержание МДА, мкмоль/г ткани (М ± m) Содержание АГП, у.е (М ± m)

Плазма,
мкат/мл

Гомогенат ткани кишечника,
мкат/г белка ткани

Плазма,
у.е.

Гомогенат ткани 
кишечника, у.е.

Контроль ГМП 
(интактные мыши) 4,77±0,19 3,20±0,18 0,67±0,05 0,52±0,04

Дисбиоз ГМП 6,75±0,37*** 6,48±0,25*** 1,06±0,08*** 1,01±0,06***
Коррекция «Бифидумбактерин 
ГМП» 5,13±0,21ххх 3,35±0,31ххх 1,14±0,03*** 0,29±0,05ххх*

Примечание. По сравнению с контрольной группой: * ‒ p < 0,05, ** ‒ p < 0,01, *** ‒ p < 0,001; по сравнению с 
группой «дисбиоз»: х ‒ p < 0,05, хх ‒ p < 0,01, ххх ‒ p < 0,001.

Развитие гентамицин-ассоциированного дис-
биоза сопровождалось снижением активности 
каталазы и СОД в группе «Дисбиоз ГМП». Ак-
тивность каталазы в плазме крови и колоноцитах 
снизилась в 1,3 и 1,4 раза соответственно, по 
сравнению с показателями контрольной группы. 

Активность СОД в плазме крови и колоноцитах 
снизилась в 1,2 и 1,8 раза по сравнению с показа-
телями группы «Контроль ГМП». При коррекции 
пробиотиком «Бифидумбактерин» активность 
каталазы в гомогенате ткани кишечника снизилась 
в 1,4 раза по сравнению с показателем интактной 
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группы. В свою очередь, активность СОД в ко-
лоноцитах увеличилась в 1,8 раз по сравнению 
с группой «Дисбиоз ГМП» и достигла значения 
показателя интактной группы. Изменения ак-
тивности каталазы и СОД в группе «Коррекция 
“Бифидумбактерин” ГМП» в плазме крови были 
недостоверны.

При коррекции пробиотиком «Бифидум-
бактерин» содержание МДА в колоноцитах 
экспериментальных животных снизилось в 
1,9 раз по сравнению с группой «Дисбиоз ГМП» 
и достигло значения показателя интактной 
группы. Содержание АГП в плазме крови уве-

личилось в 1,7 раза по сравнению с показателем 
группы «Контроль ГМП». При этом количество 
АГП в колоноцитах снизилось в 1,9 раз по срав-
нению с определяемым показателем в группе 
«Дисбиоз ГМП» и в 1,8 раз по сравнению со 
значением определяемого показателя опытной 
группы «Контроль ГМП». 

При сочетанном воздействии гентамицина 
и магнитного поля аномальных характеристик 
наблюдались следующие изменения активности 
ферментов антиоксидантной системы (КАТ и 
СОД) и содержания продуктов перекисного окис-
ления липидов (МДА, АГП) (табл. 5, 6).

Таблица 5
Активность ферментов антиоксидантной системы колоноцитов и плазмы крови мышей 
в условиях гентамицин-ассоциированного дисбиоза при одновременном воздействии 

магнитных полей аномальных характеристик

Группы животных
Активность КАТ (М ± m) Активность СОД (М ± m)

Плазма, 
мкат/мл

Гомогенат ткани кишечника, 
мкат/г белка ткани Плазма, у.е. Гомогенат ткани 

кишечника, у.е.
Контроль ГМП (интактные мыши) 14,14±0,87 15,20±0,82 16,33±0,85 13,50±0,81
Контроль АМП 17,02±1,27 15,32±1,10 25,17±2,11 16,67±1,08
Дисбиоз АМП 15,30±1,47 17,01±1,38 24,13±1,78*** 15,60±1,12
Коррекция «Бифидумбактерин» 
АМП 15,82±1,24 16,50±1,46 22,50±2,23** 17,75±1,45**

Примечание. По сравнению с интактной группой ГМП: * ‒ p < 0,05, ** ‒ p < 0,01, ***‒ p < 0,001; по сравнению 
с группой «дисбиоз АМП»:  х ‒ p < 0,05, хх ‒ p < 0,01, ххх ‒ p < 0,001.

Таблица 6
Содержание продуктов перекисного окисления липидов в условиях гентамицин-ассоциированного дисбиоза 

при одновременном воздействии магнитных полей аномальных характеристик

Группы животных
Содержание МДА, мкмоль/г ткани (М ± m) Содержание АГП, у.е. (М ± m)

Плазма, 
мкат/мл

Гомогенат ткани кишечника, 
мкат/г белка ткани Плазма, у.е. Гомогенат ткани 

кишечника, у.е.
Контроль ГМП (интактные мыши) 4,77±0,19 3,20±0,18 0,67±0,05 0,52±0,04
Контроль АМП 6,62±0,29хх 5,20±0,50 1,72±0,07хх 0,37±0,02
Дисбиоз АМП 5,47±0,28 5,60±0,38*** 1,43±0,05*** 0,42±0,04
Коррекция «Бифидумбактерин» 
АМП 6,13±0,46** 6,16±0,50*** 1,75±0,05***ххх 0,56±0,04х

Примечание. По сравнению с интактной группой ГМП: * ‒ p < 0,05, ** ‒ p < 0,01, *** ‒ p < 0,001; по сравнению 
с группой «дисбиоз АМП»:  х ‒ p < 0,05, хх ‒ p < 0,01, ххх ‒ p < 0,001.

При коррекции пробиотиком «Бифидум-
бактерин» в условиях АМП, активность СОД в 
плазме крови снизилась в 1,1 раз, а в колоноцитах 
увеличилась в 1,2 раза по сравнению с показате-
лем исследуемой группы «Дисбиоз АМП».

Изменение активности каталазы как в плазме 
крови, так и в ткани кишечника были недосто-
верны.

Воздействие на экспериментальных мышей 
антибиотика (гентамицина) и аномального маг-
нитного поля привело к увеличению концентра-

ции промежуточных и конечных продуктов ПОЛ. 
При коррекции пробиотиком в условиях 

аномального магнитного поля уровень МДА 
в плазме крови и колоноцитах увеличился в 
1,3 и 1,9 раза соответственно по сравнению с 
определяемым показателем интактной группы. 
Содержание АГП в плазме крови увеличилось 
в 1,2 раза по сравнению со значением опреде-
ляемого показателя в группе «Дисбиоз АМП» и 
превысило значение определяемого показателя 
в 2,6 раза в опытной группе «Контроль ГМП».

Н. А. Веревкина и др. Влияние пробиотика «Бифидумбактерин» 
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Заключение

Таким образом, при коррекции дисбиоза про-
биотическим препаратом «Бифидумбактерин» 
наблюдались положительные изменения в каче-
ственном составе микрофлоры толстой кишки у 
экспериментальных животных. В группе «Кор-
рекция “Бифидумбактерин» ГМП» наблюдалось 
достоверное восстановление 9 из 14 исследу-
емых показателей микробиоты толстой кишки 
(бифидобактерий, лактобактерий, типичных 
и лактозонегативных эшерихий, энтерококков, 
бактерий рода Proteus spp., негемолитическо-
го и золотистого стафилококка, грибов рода 
Candida). В то же время в группе «Коррекция 
“Бифидумбактерин” АМП» произошло досто-
верное восстановление 6 из 14 представителей 
исследуемой микрофлоры (бифидобактерий, 
энтерококков, типичных и лактозонегативных 
эшерихий, а также золотистого стафилококка, 
бактерий рода Citobacter).

Говоря о количественных изменениях, все 
же не удалось достичь полной элиминации ус-
ловно-патогенных микроорганизмов, в частности 
золотистого и негемолетического стафилококка, 
которые, по мнению ряда авторов, могут приво-
дить к различным дисбиотическим нарушениям.

Применение пробиотика «Бифидумбак-
терин» как в группе «Коррекция ГМП», так и 
в другой опытной группе «Коррекция АМП» 
оказало положительное влияние на активность 
ферментов антиоксидантной защиты и содержа-
ние продуктов перекисного окисления липидов, 
но только в колоноцитах кишечника мышей. 
Изменения в плазме крови были незначительны.

Для восстановления нормальной микробио-
ты толстой кишки и коррекции функционально-
метаболической активности антиоксидантной 
системы и процессов перекисного окисления ли-
пидов в условиях гентамицин-ассоциированного 
дисбиоза и влияния магнитного поля повышен-
ной напряженности необходимо осуществлять 
комплексную коррекцию патологических изме-
нений пробиотиками, в состав которых входят 
антиоксиданты.
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Disturbances in the composition of microbiocenoses are warnings 
of changes in the physiological status of the organism, associated 
with the inhibition of immunobiological protection of the organism, 
its allergization, chronic intoxication, and increased susceptibility to 
infectious diseases. Some studies confirm the effect of magnetic 
radiation on abnormal characteristics both on the viability and growth 
rate of bacteria, and on the activity of various systems, in particular the 
antioxidant system and the lipid peroxidation system. The aim of our 
study was to determine the influence of the probiotic “Bifidumbacterin” 
on the large intestine microbiota and the functional-metabolic activ-
ity of the antioxidant system and the processes of lipid peroxidation 
of colonocytes and blood plasma of experimental animals under 
conditions of gentamicin-associated dysbiosis weighed down by 
simultaneous exposure to a magnetic field of increased tension. The 
study was carried out on 120 mice of the BALB / c line, which were 
divided into six groups of 20 individuals each. Using experimental 
animals of all studied groups, we studied the quantitative and qualita-
tive composition of the mucosal microflora of the colon, as well as 
the content of products of lipid peroxidation and enzymes, of the 
antioxidant system of colonocytes and blood plasma.The use of the 
probiotic “Bifidumbacterin”, both in the group “Correction of GMP” 
and in another experimental group “AMP Correction” had a positive 
effect on the activity of antioxidant protection enzymes and the 

content of lipid peroxidation products, but only in colonocyte in the 
large intestine of mice. Changes in blood plasma were insignificant.
Keywords: dysbiosis, antioxidant system, lipid peroxidation, 
magnetic field.
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Большинство микроорганизмов в природе существует в форме биопленок. В связи с этим 
актуален вопрос исследования влияния различных веществ на процесс их формирования. 
В статье представлены данные о влиянии различных групп загрязняющих веществ, таких 
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концентрациях на интенсивность образования био пленки штаммом Vibrio aquamarinus 
ВКПМ В-11245. Для определения интенсивности образования биопленки использован 
метод окрашивания кристаллическим фиолетовым. Показано, что внутри каждой группы 
исследованных веществ отдельные вещества по-разному влияют на биопленкообразова-
ние. Максимальное стимулирующее действие оказывает HgCl2 в концентрации 0,27 мкг/мл, 
максимальное угнетающее – окситетрацилин (2,5 и 25 мкг/мл) и диоксидин (100 и 
1000 мкг/мл) – в данных концентрациях развитие биопленки не было выявлено.
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Введение

Биопленка – сообщество микроорганизмов, прикрепленных к 
поверхности или границе раздела фаз, в котором клетки погружены 
в экзополимерный матрикс, состоящий из полисахаридов, белков и 
ДНК [1]. Более 90 % микроорганизмов, встречающихся в природе, 
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существуют в форме биопленок [2]. В составе 
биопленок микроорганизмы лучше защищены от 
антибиотиков и дезинфицирующих средств [3, 4].

Биопленки могут играть как положительную, 
так и отрицательную роль в природе. С одной 
стороны, микроорганизмы в форме биопленок 
вступают в симбиозы с другими организмами 
[5], а также приносят пользу в области биореме-
диации, например, при очистке промышленных 
сточных вод [6]. С другой стороны, многие от-
расли промышленности страдают от неблагопри-
ятного воздействия образования биопленок, что 
может привести к большим расходам на уборку 
и техническое обслуживание. Примеры таких 
отраслей – медицина (стоматология и больницы), 
производство продуктов питания, бумаги, масла, 
оптики [7]. Опасными для здоровья человека яв-
ляются бактерии, образующие биопленки на хи-
рургических инструментах, таких как сердечные 
клапаны и катетеры. Около 65% бактериальных 
инфекций связано с биопленками [8]. Биоплен-
ки, образующиеся в трубах систем канализации, 
нефтепроводов, участвуют в биокоррозийных 
процессах. Биопленки, образованные в системах 
питьевого водоснабжения, могут стать резервуа-
ром патогенных микроорганизмов [9].

Из-за широкого распространения в природе 
бактериальных биопленок и их вовлеченности во 
множество процессов существует необходимость 
изучения влияния различных веществ на процесс 
их образования.

Материалы и методы

Для исследования образования биопленок 
использовался штамм Vibrio aquamarinus ВКПМ 
В-11245, выделенный сотрудниками лаборатории 
экологии и молекулярной биологии микроорга-
низмов АБиБ ЮФУ из прибрежных вод Черного 
моря в районе поселка Абрау-Дюрсо.

Для исследования влияния на образование 
биопленок были выбраны представители следую-
щих групп веществ: 1) антибиотики: ампициллин 
(«Синтез») и окситетрациклина гидрохлорид 
(«Агрофарм»), 2) гербициды: глифосат (глифосата 
кислоты изопропиламинная соль, «Агрокиллер») 
и клопиралид («Лонтрел»), 3) антисептики: диок-
сидин («Новосибхимфарм») и хлоргексидина би-
глюконат («Росбио»), 4) соли тяжелых металлов: 
CuSO4 («Акватест»), HgCl2 («Акватест»).

Для количественного определения образова-
ния биопленок использовали метод окрашивания 
кристаллическим фиолетовым [10] с некоторыми 
модификациями.

Культуру Vibrio aquamarinus ВКПМ В-11245 
выращивали в течение суток на среде LB [11] 

с 3%-ным содержанием NaCl при температуре 
25 °С. Затем суспензию суточной культуры раз-
водили средой LB c 3%-ным содержанием NaCl 
до мутности, соответствующей 1 единице Мак 
Фарланда (ко нцентрация 3·108 клеток/мл). Мут-
ность измерялась при помощи денситометра 
DEN-1 («BioSan»). После чего культуру разводили 
до плотности 1·108 клеток/мл.

Полученную суспензию в количестве 180 м кл 
вносили в лунки полистиролового планшета 
(Wallac, Финляндия). В качестве отрицательного 
контроля служил стерильный бульон. Затем к су-
спензии добавляли 20 мкл исследуемых веществ 
в различной концентрации. Часть лунок служила 
положительным контролем, в них добавляли 
20 мкл деионизированной воды.

Планшет накрывали крышкой, заворачивали 
пленкой Parafi lm (Bemis Company, США). После 
инкубации при 25°С в течение 72 ч проводилось 
окрашивание. Содержимое каждой лунки удаляли 
при помощи дозатора, после чего лунки промыва-
ли три раза 250  мкл стерильного физиологическо-
го раствора. Планшеты интенсивно встряхивали 
для удаления всех неадгезированных бактерий. 
Адгезированные бактерии фиксировали 200 мкл 
96% этанола в течение 15 мин. После того как 
планшеты высыхали на воздухе, в лунки вносили 
200 мкл 0,5% кристаллического фиолетового по 
Хукеру [12]. Через 10 мин краситель удаляли. 
Избыточный краситель отмывали путем трех-
кратной промывки 250 мкл водопроводной воды. 
После того как планшет высыхал на воздухе, кра-
ситель в лунках, связанный с адгезированными 
клетками, растворяли 200 мкл 96% этанола. Уро-
вень экстракции (абсорбции) кристаллического 
фиолетового этанолом измеряли через 60 мин при 
длине волны 570 нм с использованием планшет-
ного ридера FLUOstarOmega (BMG LABTECH, 
Германия) в единицах оптической плотности (Ед, 
ОП570). Интенсивность окрашивания содержи-
мого лунок красителем была пропорциональна 
интенсивности образования биопленки.

Статистический анализ проводили методом 
вычисления t-критерия Стьюдента [13].

Результаты и их обсуждение

Результаты исследования представлены на 
рис. 1–4.

Микроорганизмы в составе биопленок об-
ладают большей устойчивостью к антибиотикам 
[14]. Поэтому важно, чтобы антибиотик был спо-
собен проявлять свою активность по отношению 
к микроорганизмам в их составе.

Ампициллин – полусинтетический антибио-
тик группы пенициллинов, является бактерицид-
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ным, антибактериальным препаратом широкого 
спектра действия, ингибирует транспептидазу, 
препятствует образованию пептидных связей и, 
нарушая поздние этапы синтеза пептидогликана 
клеточной стенки делящегося микроорганизма, 
вызывает лизис бактерий [15].

Окситетрациклина гидрохлорид относится 
к антибактериальным препаратам из группы 
тетрациклинов, обладает широким спектром 
антибактериального действия. Связываясь с 30S 
субъединицей на бактериальных рибосомах, 
окситетрациклин нарушает доступ tRNA- к 
mRNA-рибосомному комплексу, что приводит 
к блокаде синтеза белка и гибели микробной 
клетки. Применяется для лечения сельскохозяй-
ственных животных при болезнях бактериальной 
этиологии [15].

Для исследования влияния антибиотиков на 
интенсивность образования биопленки были при-
готовлены растворы в соответствии с инструкцией 
к данным препаратам, а также растворы, разведен-
ные в 10 и 100 раз.

Из полученных данных видно, что анти-
биотики по-разному влияют на процесс образо-
вания биопленки (см. рис. 1). При внесении в 
питательную среду минимальной исследуемой 
концентрации ампициллина (0,25 мкг/мл) не заре-
гистрировано статистически значимых различий 
между интенсивностью образования биопленок 
в контроле и опыте. В концентрациях 2,5 мкг/мл 
и 25 мкг/мл ампициллин оказывает подавляющее 
действие на интенсивность образования био-
пленки – значение ОП ниже на 32,16 и 26,25% 
соответственно.

Рис. 1. Интенсивность образования биопленки (Ед. ОП 570) Vibrio 
aquamarinus ВКПМ В-11245 в присутствии антибиотиков: 1 – отрицатель-
ный контроль; 2 – положительный контроль; 3 – ампициллин (0,25 мкг/мл); 
4 – ампициллин (2,5 мкг/мл); 5 – ампициллин (25 мкг/мл); 6 – окситетраци-
клин (0,25 мкг/мл); 7 – окситетрациклин (2,5 мкг/мл); 8 – окситетрациклин 

(25 мкг/мл)

Окситетрациклин в минимальной концен-
трации (0,25 мкг/мл) оказывает стимулирующее 
воздействие на интенсивность образования био-
пленки – значения ОП в опыте выше контрольных 
на 10%. При увеличении концентрации в 10 и 
100 раз окситетрациклин полностью подавляет 
развитие биопленки – значения ОП равны отри-
цательному контролю.

Антисептические препараты, так же как и 
антибиотики, должны подавлять развитие не толь-
ко планктонных форм бактерий, но и биопленок.

Диоксидин (гидроксиметилхиноксалинди-
оксид) – антибактериальный препарат широкого 
спектра действия из группы производных хинок-

салина, обладает химиотерапевтической активно-
стью при инфекциях, вызванных вульгарным про-
теем, дизентерийной палочкой, клебсиеллой, си-
негнойной палочкой, сальмонеллами, стафилокок-
ками, стрептококками, патогенными ана эробами 
(в том числе возбудителями газовой гангрены). 
Действует на штаммы бактерий, устойчивые 
к другим химиопрепаратам, включая антибио-
тики [16].

Хлоргексидин (N,N»-бис(4-хлор фенил)-
3,12-диимино-2,4,11,13-тетра азатетра декан ди-
имидамид (в виде ацетата, дигидрохлорида или 
ди-D-глюконата) – антисептический препарат, 
активен (бактерициден) в отношении большин-
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ства грамположительных и грамотрицательных 
аэробных и анаэробных бактерий, трепонем, 
гонококков, трихомонад. Не действует на вирусы 

и споры [17]. Результаты по влиянию антисепти-
ческих препаратов на интенсивность образования 
биопленки представлены на рис. 2. 

Рис. 2. Интенсивность образования биопленки (Ед. ОП 570) Vibrio aquamarinus 
ВКПМ В-11245 в присутствии антисептиков: 1 – отрицательный контроль; 
2 – положительный контроль; 3 – диоксидин (10 мкг/мл); 4 – диоксидин 
(100 мкг/мл); 5 – диоксидин (1000 мкг/мл); 6 – хлоргексидина биглюконат 
(0,5 мкг/мл); 7 – хлоргексидина биглюконат (5 мкг/мл); 8 – хлоргексидина 

биглюконат (50 мкг/мл)
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Диоксидин проявляет выраженный подавля-
ющий эффект в исследованных концентрациях. 
При максимальной концентрации (1000 мкг/мл), 
а также при ее уменьшении в 10 раз значения ОП 
не имеют достоверных различий с отрицательным 
контролем, следовательно, биопленка не разви-
вается. При уменьшении концентрации в 100 раз 
(10 мкг/мл) регистрируемая ОП ниже контрольной 
на 57,05%. 

При концентрациях хлоргексидина биглю-
коната 0,5 и 5 мкг/мл обнаружено подавляющее 
действие ‒ ОП ниже контрольных на 18,92 и 
44,03% соответственно. При концентрации 
50 мкг/мл выражено стимулирующее действие – 
ОП выше контрольных значений на 22,80%.

Широкое применение пестицидов в сельском 
хозяйстве привело к загрязнению окружающей 
среды. В последние годы актуален вопрос без-
опасности пестицидов по отношению к человеку. 
В препаративных формах для повышения раство-
римости глифосат переводят в солевую форму. 
Большинство применяемых препаратов в качестве 
действующего вещества содержат его изопропи-
ламинную соль [18].

Глифосат [N-(фосфонометил)-глицин] – пе-
стицид, арборицид, гербицид с широким спектром 
активности. Обладает избирательным и сплош-

ным действием, применяется для подавления 
однолетних и многолетних сорняков. В последние 
годы появились данные об острой токсичности 
глифосата для людей. Контакт с глифосатом ас-
социируется с увеличением риска выкидышей, 
преждевременными родами и неходжкинской 
лимфомой. По данным ВОЗ, существует связь 
между воздействием глифосата и развитием рако-
вых заболеваний, таких как неходжкинская лим-
фома и рак легких, также ВОЗ признала глифосат 
«потенциально канцерогенным» для людей [19].

Клопиралид [3,6-дихлорпиридин-2-карбоно-
вая кислота] – пестицид, послевсходовый гер-
бицид с высокой гербицидной активностью по 
отношению к сорнякам, устойчивым к арил-
оксиалканкарбоновым кислотам и их произ-
водным. Относится к веществам 3-го класса 
опасности (умеренно опасное соединение) для 
млекопитающих [20]. В инструкции к данному 
препарату указано, что клопиралид практически 
безопасен для людей, обитателей водной, почвен-
ной и наземно-воздушной сред.

Для исследования гербицидов были приго-
товлены растворы с концентрацией, указанной 
в инструкции к данным препаратам, а также 
растворы, разведенные в 10 и 100 раз. Растворы, 
приготовленные по инструкции, соответствовали 
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следующим конечным концентрациям действу-
ющих веществ: 6700 мкг/мл для глифосата и 
30 мкг/мл для клопиралида. Глифосат и клопира-

лид оказывают разное воздействие в исследован-
ных концентрациях на интенсивность образова-
ния биопленки (см. рис. 3).

Рис. 3. Интенсивность образования биопленки (Ед. ОП 570) Vibrio aquamarinus 
ВКПМ В-11245 в присутствии гербицидов: 1 – отрицательный контроль; 2 – по-
ложительный контроль; 3 – глифосат (67 мкг/мл); 4 – глифосат (670 мкг/мл);
5 – глифосат (6700 мкг/мл); 6 – клопиралид (0,3 мкг/мл); 7 – клопиралид 

(3 мкг/мл); 8 – клопиралид (30 мкг/мл)

Глифосат оказывает зависимое от дозы пода-
вляющее действие на интенсивность образования 
биопленки. В концентрации глифосата 6700 мкг/
мл значение ОП ниже контроля на 86,79%, то есть 
практически полностью подавляет развитие био-
пленки. Клопиралид же, напротив, оказывает по-
давляющее действие в минимальных концентра-
циях, при концентрации 0,3 и 3 мкг/мл, ОП ниже 

контроля на 27,87 и на 24,36% соответственно.
Тяжелые металлы – стойкие химические за-

грязнители кумулятивного действия, обладающие 
специфическими токсическими свойствами [21]. 
В связи с возрастающим загрязнением окружа-
ющей среды солями тяжелых металлов необхо-
димость изучения их биологических эффектов 
весьма актуальна.

Рис. 4. Интенсивность образования биопленки (Ед. ОП 570) Vibrio aquamarinus 
ВКПМ В-11245 в присутствии солей тяжелых металлов: 1 – отрицательный 
контроль; 2 – положительный контроль; 3 – CuSO4 (1 мкг/мл); 4 – CuSO4 
(10 мкг/мл); 5 – CuSO4 (100 мкг/мл); 6 – HgCl2 (0,27 мкг/мл); 7 – HgCl2 (2,7 мкг/мл); 

8 – HgCl2 (27 мкг/мл)
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Для исследования были выбраны такие кон-
центрации солей тяжелых металлов, при которых 
не подавляется клеточный метаболизм [22].

Соли тяжелых металлов показали различия во 
влиянии на интенсивность образования биопленки. 
CuSO4 оказывает подавляющее действие, причем 
с повышением концентрации оно все более вы-
раженное. При концентрациях 1; 10 и 100 мкг/мл 
ОП ниже значений контроля на 44,03, 50,33 и на 
68,56% соответственно (см. рис. 4).

HgCl2 в минимальной из исследованных 
концентраций (0,27 мкг/мл) оказывает стимули-
рующее действие на интенсивность образования 
биопленки – ОП выше контрольной на 19,8%. 
При повышении концентрации в 10 и 100 раз 
HgCl2 подавляет развитие биопленки – ОП ниже 
контрольных значений на 80,86 и 78,38% соот-
ветственно.

Заключение

Ампициллин подавляет развитие биоплен-
ки в концентрациях 2,5 и 25 мкг/мл (ОП ниже 
контрольных на 32,16 и 26,25% соответственно). 
Однако столь незначительного подавления раз-
вития биопленки недостаточно для эффективного 
лечения бактериальных инфекций. Это согласует-
ся с данными, полученными А. В. Игнатенко [23]. 
Рост биопленки E.coli в присутствии ампициллина 
в концентрации 1 мкг/мл замедляется [23].

Окситетрациклин в концентрации 0,25 мкг/мл 
оказывает небольшое стимулирующее воздей-
ствие на интенсивность образования биопленки 
штаммом Vibrio aquamarinus ВКПМ В-11245 – 
значения ОП выше контроля на 10%. При кон-
центрации 2,5 и 25 мкг/мл окситетрациклин 
полностью подавляет развитие биопленки. Ис-
пользование пониженных концентраций окси-
тетрациклина стимулирует рост биопленок. При 
концентрации, указанной в инструкции к данно-
му препарату, развитие биопленки полностью 
подавляется.Таким образом, чтобы добиться те-
рапевтического эффекта, необходимо применять 
данный препарат строго по инструкции. Также 
следует проводить мониторинг окружающей 
среды на наличие окситетрациклина в связи с 
тем, что он может наносить вред природным 
микробным сообществам.

Исследованные антибиотики в той или иной 
степени подавляют развитие биопленок, что 
является их предназначением при лечении бак-
териальных инфекций. С другой стороны, они 
представляют угрозу для полезной микрофлоры 
кишечника, что свидетельствует о необходимости 
приема пребиотических и пробиотических пре-
паратов во время лечения.

Диоксидин подавляет развитие биопленок – 
в концентрации 10 мкг/мл ОП ниже контрольной 
на 57,05%. При концентрации диоксидина 100 и 
1000 мкг/мл биопленка не развивается. Это со-
гласу ется с результатами исследований других 
авторов [16], в которых отмечен бактерицидный 
эффект диоксидина в отношении биопленок 
MRSA – воздействие раствора диоксидина 
(10000 мкг/мл) привело к гибели 72,5% микро-
организмов. Таким образом, вышеприведенные 
данные говорят о том, что диоксидин является 
весьма эффективным антисептическим средством.

Хлоргексидин оказывает двоякое воздей-
ствие на интенсивность образования биопленки. 
При низких концентрациях хлоргексидина (0,5 
и 5 мкг/мл) формирование биопленки подавля-
ется – ОП ниже контрольных значений на 18,92 
и 44,03% соответственно. При концентрации 
50 мкг/мл хлоргексидин стимулирует образова-
ние биопленки – ОП выше контроля на 22,80%.
В работе Bonez с соавт. [24] также показано, что 
хлоргексидин по-разному влияет на различные 
штаммы микроорганизмов. Так, в концентрации 
145 мкг/мл хлоргексидин подавляет развитие 
биопленок штаммов Candida albicans ATCC 
90028 и Staphylococcus aureus ATCC 6538. В то 
же время биопленка штамма Escherichia coli 
(ATCC 35218) оказалась устойчивой к хлор-
гексидину в данной концентрации. Более того, 
показан стимулирующий эффект для биопленок 
штаммов Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 и MRSA, что согласу-
ется с результатами настоящего исследования. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что 
хлоргексидин в концентрации, рекомендованной 
производителем, неэффективен в качестве анти-
септического средства.

Глифосат оказывает значительное пода-
вляющее действие на развитие биопленок – в 
концентрации 6700 мкг/мл значение ОП ниже 
контроля на 86,79%. Это может существенно 
нарушать микробоценозы почв. Кроме того, по-
падая в организм человека с продуктами питания, 
глифосат может быть опасен для микрофлоры 
кишечника, тем самым нанося вред здоровью. 
Клопиралид оказывает подавляющее действие в 
концентрациях 0,3 и 3 мкг/мл, ОП ниже контроля 
на 27,87 и на 24,36% соответственно. В концентра-
ции, рекомендованной для применения данного 
гербицида, подавляющего эффекта не выражено. 
Полученные результаты говорят о том, что при 
данной концентрации идет стимулирование об-
разования биопленки, то есть микроорганизмы 
таким образом защищаются от негативного вли-
яния данного вещества. 
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CuSO4 снижает интенсивность образования 
биопленок во всех исследованных концентрациях, 
причем при повышении концентрации усиливает-
ся подавляющий эффект. Так, при концентрациях 
1 и 10 мкг/мл ОП ниже значений контроля на 
44,03 и 50,33% соответственно, а при концентра-
ции 100 мкг/мл – на 68,56%.

HgCl2 в концентрации 0,27 мкг/мл стимули-
рует процесс биопленкообразования – ОП выше 
контрольной на 19,80%. При концентрациях 2,7 
и 27 мкг/мл HgCl2, напротив, подавляет развитие 
биопленки – ОП ниже контроля на 80,86 и 78,38% 
соответственно. Такие результаты говорят о том, 
что при концентрации 0,27 мкг/мл микроорганиз-
мы в составе биопленки способны защититься 
от негативного воздействия хлорида ртути (II). 
Но при повышении концентрации в 10 и 100 раз 
HgCl2 демонстрирует интенсивное подавляющее 
действие. В целом соли тяжелых металлов по-
казали значительное угнетающее воздействие на 
интенсивность образования биопленок. Однако 
низкие концентрации HgCl2 способны стимули-
ровать процесс образования биопленки штаммом 
Vibrio aquamarinus ВКПМ В-11245.
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Most microorganisms in natural conditions exist in the form of 
biofilms. Due to this fact, the question of research of various 
substances influence on their formation process is relevant. This 
article presents data on the influence of various groups of pollut-
ants, such as antibiotics (ampicillin, oxytetracycline), antiseptics 
(dioxidine, chlorhexidine), herbicides (glyphosate, clopyralid) and 
salts of heavy metals (CuSO4, HgCl2) in various concentrations on 
the intensity of biofilm formation by the strain Vibrio aquamarinus 
VKPM B-11245. To determine the intensity of biofilm formation the 
method of staining by crystal violet was used. It is shown that within 
each group of the investigated substances, the individual sub-
stances have different effects on biofilms formation. HgCl2 in the 
concentration of 0.27 μg/ml has the maximum stimulating effect, 
and the maximum inhibitory effect was displayed by oxytetracycline 
(2.5 μg/ml and 25 μg/ml) and dioxidine (100 μg/ml and 1000 μg/ml), 
as in these concentrations biofilm formation was not detected.
Keywords: biofilm, Vibrio aquamarinus, ampicillin, oxytetracycline, 
glyphosate, clopyralid, dioxidine, chlorhexidine, copper sulfate, 
mercuric chloride.
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Авторы проанализировали экологическое разнообразие це-
нопопуляций Stipa pennata в разных частях ареала с помощью 
амплитудных экологических шкал Д. Н. Цыганова (1983) по 
10 параметрам среды. Объект исследования: сообщества с ковы-
лем перистым в центре ареала на северо-востоке Саратовского 
правобережья в национальном парке «Хвалынский» и на север-
ной границе ареала в восточной части Русской равнины в нацио-
нальном парке «Марий Чодра». Отмечено расширение шкалы по 
показателям переменности увлажнения (Fh) от 4.00 до 8.00 (по 
Цыганову 5–7). Экологические показатели местообитаний в раз-
ных частях ареала и в разные годы различаются. Диапазон реа-
лизованной экологической валентности (REV) по климатическим 
показателям в НП «Хвалынский» шире, чем таковые на границе 
ареала в НП «Марий Чодра». По шкале богатства почв азотом и 
переменности увлажнения наиболее полно свои экологические 
возможности ЦП ковыля перистого реализуют вне основного 
ареала распространения на территории НП «Марий Чодра». Ши-
рокие диапазоны REV факторов характерны для НП «Марий Чо-
дра» в 2017 г., а для НП «Хвалынский в 2013 г.
Ключевые слова: экологические шкалы, реализованная эко-
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Введение

В биосфере формируются экосистемы, в 
которых составляющие их компоненты тесно 
взаимосвязаны и взаимозависимы. Это означа-
ет, что изменение одного элемента биосистемы 
может вызывать изменение остальных. На этом 
принципе базируется фитоиндикация – исполь-
зование растений и образуемых ими сообществ 
в качестве индикаторов условий среды (параме-
тров местообитания) [1, 2]. Методы фитоинди-
кации базируются на двух подходах. Во-первых, 
методы, основанные на морфологических и 
эндогенных реакциях растений в ответ на воз-
действие неблагоприятных факторов окружаю-
щей среды. Во-вторых, методы, опирающиеся на 
связь видов с определенными местообитаниями 

(абиотические факторы) или фитоценозами (био-
тические факторы). Фитоиндикационная оценка 
местообитаний охраняемых и фоновых видов 
растений с помощью метода экологических шкал 
и эколого-ценотических групп является актуаль-
ной, традиционной и глубоко информативной в 
современной фитоценологии.

Ковыль перистый (Stipa pennata L.) – много-
летний плотнодерновинный, степной, ксеро-
морфный злак с широким ареалом распростра-
нения – включен в Красную книгу Российской 
Федерации [3] с категорией редкости 2(V) – уяз-
вимый вид. Изучение и сохранение популяций 
редких видов растений и животных – одна из 
основных задач, поставленных перед особо охра-
няемыми природными территориями. S. pennata 
имеет огромный палеарктический ареал рас-
пространения от юго-востока Скандинавии до 
степей Западного Забайкалья. В границах ареала 
S. pennata проявляет широкую экологическую 
амплитуду, местообитания которого формируют-
ся в условиях как различного уровня увлажнения, 
так и различной литологии [4]. Ковыль перистый 
является доминантом в перисто-ковыльных и 
субдоминантом в типчаково-перистоковыльных 
ассоциациях на супесчаных, каменистых и кар-
бонатных разностях черноземов [5].

Цель данной работы: выявить экологическое 
разнообразие ценопопуляций (ЦП) ковыля пери-
стого (Stipa pennata L.) в разных частях ареала 
с помощью амплитудных экологических шкал 
Д. Н. Цыганова [6]. 

Национальный парк (НП) «Хвалынский» 
расположен в северо-восточной окраине Сара-
товского правобережья в Хвалынском районе на 
стыке Среднего и Нижнего Поволжья и занимает 
останцовый массив («Хвалынские горы») При-
волжской возвышенности и часть долины реки 
Терешки. Его площадь 26037 га. В соответствии 
с ботанико-географическим районированием ис-
следованный регион относится к Среднерусской 
(Верхнедонской) подпровинции Восточно-евро-
пейской лесостепной провинции Евроазиатской 
степной области. Хвалынские горы – самые высо-
кие на Приволжской возвышенности – достигают 
высоты 100–379 м над уровнем моря.
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Зональным типом почв являются черноземы 
различной степени карбонатности, отмеченные на 
вершинах и склонах Хвалынских гор. Черноземы 
обыкновенные глинистые и тяжелосуглинистые, 
обыкновенные солонцеватые глинистые, а также 
ал  лювиальные дерновые насыщенные почвы 
занимают пойму реки Терешка – правого при-
тока реки Волга. Темно-серые лесные почвы 
имеются на склонах гор [7, 8]. Климат в целом 
континентальный: характеризуется теплым и 
сухим летом (средняя температуря июля +20°С) 
и умеренно холодной зимой (средняя температура 
января –12°С) [9, 10]. Зональными типами рас-
тительности являются широколиственные леса и 
луговые степи [11]. Как правило, леса тяготеют к 
возвышенностям, на равнинах уступая луговым 
степям. Господствующими типами лесной рас-
тительности являются липово-дубовые леса с 
кленом, а также сосняки в возрасте 80–100 лет и 
более в большинстве искусственного происхож-
дения. Сообщества с участием S. pennata образу-
ют лесостепной пояс на склонах и вершинах гор 
по границе с лесом, большей частью в охранной 
зоне национального парка. Эколого-фитоцено-
тический состав ассоциаций перисто-ковыльной 
формации, а именно численное преобладание 
в нем лугово-степных мезоксерофитных и ксе-
ромезофитных элементов, свидетельствует об 
оптимальном тепловом и водном режиме их 
местообитаний [12].

Территория национального парка «Марий 
Чодра» расположена в восточной части Русской 
равнины, на южных отрогах Марийско-Вятско-
го увала, в бассейне р. Илеть – левого притока 
р. Волги, в юго-восточной части Республики 
Марий Эл и занимает 36800 га. Климат района 
расположения национального парка умеренно-
континентальный, характеризуется сравнительно 
жарким летом и морозной зимой с устойчивым 
снежным покровом. Парк находится в природ-
ной зоне хвойно-широколиственных лесов с 
бореальными и лесостепными элементами. На-
блюдается чередование равнинных (Марийская 
низменность) и возвышенных участков Марий-
ско-Вятского увала, осложненных возвышенно-
стями, изрезанных оврагами, боками, ложбинами, 
перепадами рельефа. Почвообразующие породы 
на лесных площадях представлены древне-аллю-
виальными песками и супесями, залегающими 
пластами разной мощности на коренных перм-
ских породах тяжелого механического состава. 
На территории национального парка ЦП ковыля 
перистого встречаются на остепненных участках 
вдоль железной дороги Йошкар-Ола – Казань и 
автодороги Йошкар-Ола – Зеленый Дол.

Материалы и методы

Для получения экологических параметров 
местообитаний в местах произрастания ковыля 
перистого нами были заложены площадки и 
сделаны геоботанические описания в течение 
2013–2017 гг. [13] на территории двух националь-
ных парков. Флористические списки сосудистых 
растений соответствующих геоботанических 
описаний были обработаны с использованием 
компьютерной программы EcoScaleWin [14] 
по десяти амплитудным шкалам Д. Н. Цыга-
нова. Оценка экологических режимов лесных 
фитоценозов произведена с помощью метода 
средневзвешенной середины интервала [6] по 
десяти амплитудным шкалам Д. Н. Цыганова [15]: 
Tm – термоклиматической, Kn – континенталь-
ности климата, Om – омброклиматической арид-
ности-гумидности, Cr – криоклиматической, 
Hd – увлажнения почвы, Tr – солевого режима 
почв, Nt – богатства почв азотом, Rc – кислот-
ности почв, Fh – переменности увлажнения, 
Lc – освещенности-затенения. Экологическое 
разнообразие S. pennata оценивалось с помощью 
фракций экологической валентности, предложен-
ных Л. А. Жуковой [15]. Экологическая валент-
ность – мера приспособленности популяций 
конкретного вида к изменению только одного 
экологического фактора. Потенциальная эко-
логическая валентность вида (PEV) равна доле 
диапазона баллов (ступеней) конкретного вида 
ко всей шкале изучаемого фактора [16]:

 
n
AAPEV 1minmax 

 ,

где Amax и Amin – максимальные и минимальные 
значения баллов (ступеней) шкалы, занятых 
отдельным видом; n – общее число баллов (сту-
пеней) в шкале; 1 – добавляется как 1-е деление 
шкалы, с которого по данному фактору начина-
ется диапазон вида.

При проведении исследований конкретных 
ЦП в сообществе можно определить реализо-
ванную экологическую валентность (REV) по 
следующей формуле: 

n
AAREV 01,0minmax ,

где Amax и Amin – максимальные и минимальные 
значения баллов (ступеней) шкалы, занятые 
конкретными ЦП на шкале; n – общее число 
баллов (ступеней) в шкале; 0.1 – добавляется 
как 1-е деление шкалы, с которого встречаются 
изученные ЦП [16].

Эффективность освоения экологического 
пространства вида конкретными ЦП оценивается 

Т. А. Полянская, Г. Ф. Сулейманова. Экологическая характеристика ковыля (Stipa pennata L.) 
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при помощи коэффициента экологической эффек-
тивности (Кec.eff) [17], вычисляемого по формуле

PEV
REVKec.eff  × 100%,

где PEV – потенциальная экологическая валент-
ность, REV – реализованная экологическая ва-
лентность. 

В основе распределения видов по фракциям 
валентности лежит экспертная оценка, соглас-
но которой стеновалентными считаются виды, 
зани мающие менее 1/3 шкалы, эвривалентны-
ми – более 2/3 шкалы, остальные виды – мезо-
валентными [16]. При идентификации растений 
использовались известные руководства [18, 19]. 
Латинские названия видов растений приведены 
по сводке С. К. Черепанова [20]. 

Экологическое разнообразие модельных 
бореальных видов оценивалось с помощью фрак-
ций экологической валентности [15]. Согласно 
классификации Л. А. Жуковой по климатическим 
шкалам наиболее узкими являются показатели 
потенциальной экологической валентности ко-
выля перистого по термоклиматической (Tm) и 
омброклиматической (Om) шкалам (PEV = 0.35 
и PEV = 0.33) соответственно. По криоклимати-
ческой шкале (Cr) позиция этого вида является 
мезовалентной и гемиэвривалентной по шкале 
континентальности климата (Kn). По почвенным 

факторам ЦП ковыля перистого занимают более 
широкие экологические позиции (табл. 1, 2). 
Они мезовалентны или гемиэвривалентны. По 
шкале переменности увлажнения и освещенно-
сти ковыль перистый занимает стеновалентную 
и гемистеновалентные позиции.

Результаты и их обсуждение

Результаты исследований показали, что еже-
годно в изученных ЦП Stipa pennata наблюдаются 
колебания экологических характеристик местоо-
битаний [21]. По термоклиматическому фактору, 
показывающему распределение тепла, ЦП ковыля 
перистого способны обитать в условиях от 7 (суб-
бореальный) до 12 (субсредиземноморский) типов 
режима. Исследованные ЦП в НП «Хвалынский» 
занимают центральную часть шкалы и составляют 
две ступени данной шкалы от 8.18 (суббореаль-
ный / неморальный) до 10.0 (неморальный/субсре-
диземноморский) (см. табл. 1). ЦП в НП «Марий 
Чодра» располагаются левее по шкале фактора 
и изменяются в пределах от 7.46 (суббореаль-
ный) – 8.50 (суббореальный / неморальный) сту-
пени данной шкалы (см. табл. 2). Следовательно, 
полученные экологические характеристики по 
шкале Tm для ЦП исследованных видов находятся 
в пределах потенциальных диапазонов, указан-
ных Д. Н. Цыгановым [6].

Таблица 1
Экологические характеристики местообитаний ковыля перистого в национальном парке «Хвалынский»

Диапазон
шкалы

Позиция 
по шкале 
фактора

Годы наблюдений /реализованная экологическая валентность

2013 2014 2015 2016 2017 2013–2017

Tm (1–17) 7–12 8.18–10.00 8.56–9.00 8.49–9.00 8.50–8.78 8.74–8.97 8.18–10.00
Kn (1–15) 6–14 9.00–9.47 8.92–11.00 8.81–11.00 8.00–9.37 9.10–10.50 8.00–11.00
Om (1–15) 5–9 6.00–7.53 6.89–7.25 7.00–7.53 7.51–8.00 6.75–7.51 6.00–8.00
Cr (1–15) 4–11 7.22–10.00 7.00–7.88 7.00–7.73 7.66–8.50 7.50–7.82 7.00–10.00
Hd (1–23) 3–13 7.00–7.88 8.32–9.52 8.91–9.74 8.09–10.05 7.75–9.42 7.00–10.05
Tr (1–19) 3–11 8.02–11.00 8.00–8.10 7.48–8.00 7.59–8.00 7.79–8.35 7.48–11.00
Nt (1–11) 1–7 4.09–7.00 4.53–5.41 3.55–5.25 4.00–4.29 4.29–5.36 3.55–7.00
Rc (1–13) 5–12 8.04–9.00 8.26–9.00 7.92–9.00 7.00–8.32 8.28–9.75 7.00–9.75
Fh (1–11) 5–7 6.93–7.30 6.71–7.10 6.48–7.28 7.18–8.00 6.60–7.23 6.48–8.00
Lc (1–9) 1–4 2.00–2.38 2.00–2.78 2.00–2.97 2.44–3.50 2.00–2.76 2.00–3.50

Примечание. Жирным шрифтом показано расширение по шкале переменности увлажнения.

С помощью шкалы континентальности 
климата (Kn) Д. Н. Цыганова мы определили по-
тенциальные экологические амплитуды исследуе-
мого вида по отношению к режиму континенталь-
ности климата (см. табл. 1, 2). Потенциальные 
диапазоны ковыля перистого колеблются от 6 до 
14 баллов и характеризуются гемиэвривалентной 
позицией. По этой шкале исследованные ЦП 

отличаются узкими реальными диапазонами в 
НП «Марий Чодра» (REV = 0.06), шире диапа-
зоны в НП «Хвалынский» (REV = 0.20). Таким 
образом, в пределах своего ареала изученные 
ЦП используют очень незначительную часть 
потенциальной экологической амплитуды шка-
лы континентальности климата при достаточно 
широкой потенциальной амплитуде (PEV = 0.60). 
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Следовательно, ЦП ковыля перистого используют 
незначительную часть потенциальной экологи-
ческой амплитуды шкалы континентальности 
климата, несмотря на географическую удален-
ность районов исследования. Это свидетельствует 
о достаточной приспособленности S. pennata к 
континентальному климату европейской части 
России.

По омброклиматической шкале, пока-
зывающей соотношение осадков и испарения, 
полученные экологические амплитуды S. pen-
nata соответствуют потенциальным диапазонам 
Д. Н. Цыганова [6]. Наиболее полно ЦП данного 
вида реализуют свои возможности в условиях 
НП «Хвалынский» (см. табл. 1). Здесь показатели 
реализованной экологической валентности со-
ставляют 0.14 (Kэс.эf = 40%). 

По криоклиматической шкале (Cr), по-
казывающей наличие и продолжительность 
морозных дней с низкими температурами, S. pen-
nata встречается в условиях от 6.00 (довольно 
суровых зим / умеренных зим) до 7.71 (умерен-
ных зим/мягких зим) в НП «Марий Чодра» и 
от 7.0 (умеренных зим) до 10.00 (мягких зим/
теплых зим) в НП «Хвалынский». Это реальная 
иллюстрация местонахождения ЦП данного 
вида в разных частях ареала. Следовательно, 
полученные экологические характеристики по 
криоклиматической шкале находятся в пределах 
потенциальных диапазонов факторов, указанных 
Д. Н. Цыгановым [6].

Таким образом, по климатическим шкалам 
ЦП ковыля перистого в НП «Марий Чодра» за-
нимают достаточно узкие экологические диапа-

зоны, шире диапазоны и соответственно показа-
тели реализованной экологической валентности 
в НП «Хвалынский».

Почвенные условия, характеризуемые пя-
тью факторами, демонстрируют значительное 
экологическое разнообразие диапазонов. По 
шкале увлажнения почвы (Hd) ковыль перистый 
является мезовалентным видом. Это свидетель-
ствует о достаточно низком разнообразии воз-
можных местообитаний по фактору почвенного 
увлажнения. Потенциальные диапазоны иссле-
дуемого вида по этой шкале составляют от 3 до 
13 баллов. Для большинства ЦП данного вида 
нами получены довольно низкие показатели реали-
зованной экологической валентности (0.11–0.13).

По шкале солевого режима почв данный 
вид также является мезовалентным. По шкале, 
состоящей из 19 баллов, ковыль перистый встре-
чается в диапазоне значений от 6.29 (небогатых 
почв/довольно богатых почв) до 8.4 (довольно 
богатых почв/богатых почв) балла шкалы в НП 
«Марий Чодра» (в левой части шкалы) и от 7.48 
(довольно богатых почв) до 11.0 (слабозасолен-
ных почв) баллов (в правой части шкалы) в НП 
«Хвалынский» (рисунок). Наиболее полно ЦП 
данного вида реализуют свои возможности в 
условиях НП «Хвалынский». Здесь показатели 
реализованной экологической валентности со-
ставляют 0.19 (Kэс.эf.= 40 %).

По шкале богатства почв азотом (Nt) 
ковыль перистый является гемиэвривалентным 
видом (PEV = 0.64). Реальный диапазон для ЦП 
этого вида составил 3.55–8.50 баллов (см. табл. 1 
и 2). Наиболее высокие показатели REV для этого 

Таблица 2
Экологические характеристики местообитаний ковыля перистого в национальном парке «Марий Чодра»

Диапазон
шкалы

Позиция
по шкале 
фактора

Годы наблюдений / реализованная экологическая валентность

2013 2014 2015 2016 2017 2013–2017

Tm (1–17) 7–12 7.46–8.12 7.64–8.20 7.67–8.33 8.00–8.42 7.95–8.43 7.46–8.50

Kт (1–15) 6–14 8.48–9.09 8.35–9.14 8.38–9.00 8.56–9.24 8.59–9.23 8.35–9.24

Om (1–15) 5–9 7.43–7.77 7.20–7.89 7.26–7.71 7.56–8.00 7.43–8.05 7.20–8.05

Cr (1–15) 4–11 6.62–7.35 6.59–7.41 6.73–7.51 6.88–7.71 6.00–7.62 6.00–7.71

Hd (1–23) 3–13 9.36–11.00 9.11–10.25 8.40–10.14 8.85–10.41 8.64–10.66 8.40–11.0

Tr (1–19) 3–11 6.42–8.35 6.35–7.71 6.70–8.40 6.56–8.12 6.29–7.92 6.29–8.40

Nt (1–11) 1–7 3.92–5.10 4.06–5.05 3.69–5.04 3.81–5.34 3.38–8.50 3.69–8.50

Rc (1–13) 5–12 6.70–7.80 6.56–7.59 7.00–7.87 7.10–8.04 6.00–8.77 6.00–8.77

Fh (1–11) 5–7 4.00–6.89 5.38–6.53 5.43–6.82 5.78–6.82 5.00–6.86 4.00–6.89

Lc (1–9) 1–4 2.24–2.88 2.56–2.81 2.40–2.86 2.62–3.17 2.00–3.16 2.00–3.17

Примечание. Жирным шрифтом показано расширение по шкале богатства почв азотом и по шкале перемен-
ности увлажнения.

Т. А. Полянская, Г. Ф. Сулейманова. Экологическая характеристика ковыля (Stipa pennata L.) 
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вида выявлены нами в НП «Марий Чодра» (REV=
= 0.44). По этой шкале у S. pennata наблюдается 
увеличение реального диапазона в сторону уве-
личения действия фактора в Республике Марий 
Эл. Реальный диапазон этого вида в исследо-
ванных ЦП составляет от 3.55 (промежуточного 
между очень бедными азотом почвами и бедными 
азотом почвами) до 8.5 баллов (достаточно обе-
спеченных азотом почв/богатых азотом почв). 
Таким образом, по шкале богатства почв азотом 
наиболее полно свои экологические возможности 
ЦП ковыля перистого реализуют вне основного 
ареала распространения.

По шкале кислотности почв (Rc) исследу-
емый вид также является мезовалентом. Потен-
циальный диапазон варьирует от 5 до 12 баллов. 
В результате обработки геоботанических описа-
ний нами получены реальные характеристики. 
Так же, как и по шкале солевого режима почв, 
диапазоны экологических характеристик место-
обитаний в НП «Марий Чодра» занимают левую 
часть шкалы, а в НП «Хвалынский» – правую, 
хотя показатели реализованной экологической 
валентности одинаковы. 

По шкале переменности увлажнения по-
чвы ковыль перистый стеновалентен, т.е. должен 
занимать узкое экологическое пространство по 
шкале фактора. В исследованных местооби-
таниях ЦП этого вида располагаются в таких 

экологических условиях, где они имеют реаль-
ный диапазон шире, чем потенциальный. В НП 
«Марий Чодра» ЦП располагаются в диапазоне 
от 4.00 (относительно устойчивого увлажнения/ 
слабо переменного увлажнения) до 6.89 (слабо 
переменного /умеренно переменного увлажне-
ния) баллов и занимают левую часть шкалы, а в 
НП «Хвалынский – от 6.48 (слабо переменного 
/умеренно переменного увлажнения) до 8.00 
(умеренно переменного увлажнения/сильно 
переменного увлажнения) баллов и размещают-
ся в правой части шкалы. Таким образом, нами 
уточнены экологические границы расширения 
шкалы переменности увлажнения для S. pennata.

По шкале освещенности‒затенения (Lс) 
ковыль перистый имеет значение потенциальной 
экологической валентности 0.44. ЦП модельного 
вида в разных частях ареала имеют схожие по-
казатели и распространены в местообитаниях, 
где они имеют реальный диапазон от 2.02 до 
3.50 баллов, поэтому их реализованная эколо-
гическая валентность имеет низкие показатели: 
0.13–0.17. Наибольшие значения REV нами полу-
чены для НП «Хвалынский» (REV = 0.17). Таким 
образом, нами подтверждены экологические 
характеристики для ковыля перистого по шкале 
освещенности–затенения. Обобщённые значения 
валентностей изученного вида представлены на 
рисунке.

Значения потенциальной (PEV) и реализованной экологической валентности (REV) в 
национальном парке «Хвалынский» (Саратовская область) и «Марий Чодра» (Марий Эл)

Экологическая 
валентность вида

PEV

REV, Саратовская обл.

REV, Марий Эл

Lc

Fh

Rc

Nt

Tr

Hd

Cr

Om

Kn

Tm

Заключение

Данные исследования подтвердили экологи-
ческие характеристики S. pennata по следующим 
показателям: по распределению тепла (Tm), 
продолжительности морозного периода (Cr), 
увлажнения почвы (Hd) и условиям освещенно-

сти‒затенения (Lc). Отмечено расширение шкалы 
по показателям переменности увлажнения (Fh) 
от 4.00 до 8.00 (по Цыганову, 5–7). Экологиче-
ские показатели местообитаний в разных частях 
ареала и в разные годы различаются. Диапазон 
реализованной экологической валентности (REV) 
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по климатическим показателям в НП «Хвалын-
ский» шире, чем таковые на границе ареала в НП 
«Марий Чодра». Наиболее полно ЦП S. pennata 
реализуют свои возможности в условиях НП 
«Хвалынский» по значениям континентальности 
климата, соотношению количества осадков и ис-
парения, а также засоления почвы. По шкале бо-
гатства почв азотом и переменности увлажнения 
наиболее полно свои экологические возможности 
ЦП ковыля перистого реализуют вне основного 
ареала распространения на территории НП «Ма-
рий Чодра». Широкие диапазоны REV факторов 
характерны для НП «Марий Чодра» в 2017 г., а 
для НП «Хвалынский» в 2013 г.

Следовательно, в ЦП ковыля перистого в 
различных частях ареала в разные годы наблю-
даются неодинаковые экологические показатели 
местообитаний. Ежегодно формируется своео-
бразный экологический микроклимат, создавае-
мый абиотическими и биотическими факторами. 
Вследствие колебаний параметров окружающей 
среды, внедрения в местообитания ковыля пе-
ристого ЦП других видов растений изменяются 
экологические условия для произрастания ЦП 
ковыля перистого, следовательно, меняется 
устойчивость ЦП.
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The article gives an analysis of the ecological diversity of Stipa pennata 
cenopopulations in different parts of the range using D. N. Tsiganov’s 
amplitude ecological scales (1983) for 10 environmental parameters. 
Communities with S. pennata in the center of the range in the northeast 
of the Saratov right bank in the "Khvalynsky" National Park and at the 
northern border of the range in the eastern part of the Russian plain in 
the «Mari Chodra» National Park are considered. The scale is expanded 
according to the indicators of variability of humidification (Fh) from 4.00 
to 8.00 (according to Tsyganov 5–7). Ecological indicators of habitats 
differ in different parts of the range and in different years. The range 
of realized ecological valence (REV) according to climatic parameters 
in the NP "Khvalynsky" is wider than that at the border of the range in 
the NP "Mariy Chodra". On the scale of soil fertility with nitrogen and 
the variability of hydration, the most complete ecological capabilities 
of the S. pennata are realized outside the main distribution area on the 
territory of the "Mari Chodra" NP. Wide ranges of REV factors are typical 
for the "Mari Chodra" NP in 2017, and for the NP "Khvalynsky" in 2013.
Keywords: ecological scales, realized ecological valence (REV), 
feather grass, National Park "Khvalynsky", National Park "Mari Chodra".
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ЮБИЛЕЙ ШТЫКОВА СЕРГЕЯ НИКОЛАЕВИЧА

Сергей Николаевич Шты-
ков – доктор химических наук, 
профессор, заслуженный деятель 
науки РФ, профессор кафедры 
аналитической химии и химиче-
ской экологии Саратовского на-
ционального исследовательского 
государственного университета 
имени  Н. Г. Чернышевского. Сер-
гей Николаевич – известный в ши-
роких кругах российской и мировой 
научной общественности ученый, 
активно работающий в области 
аналитической химии организо-
ванных сред и наносистем. 

С. Н. Штыков родился 29 октября 1948 г. в г. Красноуфимске 
Свердловской области в семье заводских химиков-аналитиков. По-
сле окончания средней школы поступил на химический факультет 
СГУ, который окончил в 1971 г. Работал инженером, лаборантом 
на кафедре аналитической химии. С 1974 г. − ассистент той же ка-
федры, одновременно поступил в заочную аспирантуру. В 1980 г. в 
Пермском госуниверситете защитил кандидатскую диссертацию на 
тему «Исследование влияния поверхностно-активных веществ на 
химико-аналитические свойства хромофорных органических реа-
гентов в водных растворах» (специальность – аналитическая химия). 
С 1981 г. – старший преподаватель, с 1984 г − доцент, с 1991 г. − 
профессор этой же кафедры. В 1995–2004 гг. по совместительству 
работал заместителем директора по науке НИИ Химии СГУ, в 2000–
2004 гг. − декан химического факультета. Проходил зарубежные 
стажировки в университетах г. Окаяма (Япония), г. Уденсе (Дания), 
Чалмерском технологическом университете, г. Гетеборг (Швеция).

В 1990 г. в Институте геохимии и аналитической химии им. 
В. И. Вернадского (ГЕОХИ) РАН СССР (г. Москва) С. Н. Штыков 
защитил докторскую диссертацию «Сольватационные эффекты в 
системах органические реагенты – их комплексы с металлами – по-
верхностно-активные вещества» (по специальности 02.00.02 – Анали-
тическая химия и 02.00.01 – Неорганическая химия). В 1993 г. получил 
ученое звание профессора. За достигнутые успехи в педагогической, 
научной и общественной деятельности Указом Президента Россий-
ской Федерации от 2 мая 2014 г. С. Н. Штыкову присвоено почетное 
звание «Заслуженный деятель науки Российской Федерации». 

Сергей Николаевич Штыков проводит огромную науч-
но-организационную работу. С 1998 г. он является председа-
телем Поволжского отделения научного совета (НС) РАН по 
аналитической химии (член этого совета с 1993 г.), с 2005 г. ‒ 
член бюро НСАХ РАН, член НС РАН по коллоидной хи-
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мии  и  физико -химической  механике  (с 
2006 г.), НС РАН по люминесценции (Отделе-
ние общей физики и астрономии – председатель 
секции с 1997 г.); иностранный член НС по 
аналитической химии НАН Украины (с 2003 г.); 
член аналитического отделения Европейской 
ассоциации по химическим и молекулярным на-
укам (DAC EuCheMS, с 2005 г.), в котором с 2017 г. 
возглавляет рабочую группу «Наноаналитика»; 
ассоциированный (1998‒1999 гг.), титулярный 
(2000‒2001 гг.) член комиссии по спектрохими-
ческим и другим оптическим методам анализа 
IUPAC; член Президиума (с 2007 г.) и Правления 
(с 1999 г.) Российского химического общества 
(РХО) им. Д. И. Менделеева; председатель 
Саратовского регионального отделения РХО 
им. Д. И. Менделеева (с 1995 г.); действительный 
член РАЕН (с 1999 г.), член Диссертационного со-
вета Д 212.243.07 (2005‒2006 гг. – ученый секре-
тарь); член Ученого совета Института химии СГУ; 
член редакционных советов журналов «Chemical 
and Environmental Research» (Индия); «Методы и 
объекты химического анализа» (Украина, Scopus); 
«Аналитика и контроль» (Россия, Scopus). 

Достижения С. Н. Штыкова отмечены боль-
шим числом премий и наград: Соросовский про-
фессор (2001 г.); лауреат премии Международной 
академической издательской компании (МАИК) 
«Наука/Интерпериодика» за лучшую публикацию 
(2004 г.), премии РФФИ за лучшую научно-по-
пулярную статью (журнал «Природа» 2009 г.), 
двух стипендий Президиума РАН; премии  НСАХ 
РАН по аналитической химии за «За пионерские 
работы в области наноаналитики, значительный 
вклад в люминесцентный анализ, тонкослойную 
хроматографию и другие аналитические методы» 
(2016 г.). Награждён грамотой Министерства 
промышленности и энергетики Саратовской 
области (2011 г.), дипломом Международного 
фонда «Научное партнерство» (2004 г.). Одним 
из факторов признания вклада в аналитическую 
химию является членство в оргкомитетах 5 за-
рубежных, 7 международных и 10 всероссийских 
конференций.

С. Н. Штыковым опубликовано более 800 ра-
бот, в том числе более 350 статей, 3 монографии, 
10 глав в монографиях, 6 авторских свидетельств и 
10 патентов РФ, 14 учебных пособий. С 1993 г., за 
25 лет, лично выступил с 95 устными докладами, 
включающими 15 пленарных, 11 ключевых, 9 при-
глашенных и 37 устных (из которых 28 докладов 
на английском языке), на всероссийских, между-
народных и зарубежных конференциях в Японии 
и Европе, включая Евроанализ-2013, 2016 и 2017. 
Руководитель 17 грантов РФФИ, 2 госконтрактов, 

1 проектного задания, 4 грантов Минобразования 
РФ. Научный руководитель 20 кандидатских дис-
сертаций, научный консультант 7 докторских дис-
сертаций. С. Н. Штыков – эксперт ФЦП «О мерах 
по привлечению ведущих учёных в российские 
образовательные учреждения ВПО»; федерально-
го реестра экспертов научно-технической сферы 
Минобрнауки России; эксперт РНФ и РФФИ, член 
экспертного совета ВАК (2016‒2018 гг.). 

С. Н. Штыковым предложена стратегия со-
вершенствования методов химического анализа, 
основанная на принципах нано- и супрамолеку-
лярной химии, нанотехнологий и самооргани-
зации. Им создана концепция наноаналитики, 
согласно которой она трактуется как «Раздел 
аналитической химии, развивающий принципы 
и методы применения в анализе нанотехнологий 
и особых свойств вещества в наноразмерном со-
стоянии». Наноаналитика выделена в отдельную 
область химического анализа, определены на-
правления, составляющие её предмет. 

Теоретическая часть исследований по-
священа разработке концепции и предмета на-
ноаналитики, термодинамике организованных 
сред. Физико-химические основы развиваемого 
направления базируются на эффектах среды, 
самоорганизации и самосборки, переноса энер-
гии электронного возбуждения, сенсибилизации 
люминесценции, концентрирования и сближения 
компонентов аналитических реакций и процес-
сов в жидких микрогетерогенных организован-
ных средах на основе наноразмерных прямых 
и обратных мицелл и микроэмульсий, а также 
молекул-рецепторов (циклодекстрины, каликса-

Полномочный представитель Президента по Поволжско-
му округу М. В. Бабич и профессор С. Н. Штыков после 
вручения ему звания «Заслуженный деятель науки РФ» 

(18 июня 2014 г.)
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рены) и магнитных наночастиц. Изучаются про-
цессы сорбции дифильных молекул поверхност-
но-активных веществ (ПАВ) на неподвижных 
фазах хроматографии, самоорганизация ПАВ, 
полимеров и молекул-рецепторов на поверхности 
воды, получение и физико-химические свойства 
наноразмерных пленок Ленгмюра С.Н. Блоджетт, 
самособирающихся слоев полиэлектролитов, 
золь-гель-технология, технология нанокапсу-
лирования молекулярных зондов. Направление 
последних пяти лет посвящено синтезу, моди-
фикации и применению в анализе магнитных 
наночастиц.

Для изучения структуры, свойств и межмо-
лекулярных взаимодействий в организованных 
средах, их влияния на гидратацию веществ, про-
толитические, таутомерные равновесия, реакции 
комплексообразования применяются метод мо-
лекулярного зонда и термодинамические методы 
исследования, а также методы атомно-силовой, 
конфокальной люминесцентной и просвечиваю-
щей микроскопии, спектроскопии комбинацион-
ного рассеяния (КР), усиленного поверхностью, 
и спектроскопии гигантского КР.

Указанные наносистемы и молекулы-рецеп-
торы используются для развития фотометриче-
ского, флуоресцентного, фосфориметрического 
методов анализа, оптических и пьезокварцевых 
сенсоров, мицеллярной экстракции, тонкос-
лойной и высокоэффективной жидкостной хро-
матографии при определении неорганических 
и органических веществ и планируются при 
изучении визуализации и полуколичественного 
анализа клетки. 

Основные научные результаты, полученные 
научной группой под руководством С. Н. Шты-
кова: 

‒ предложена стратегия совершенствования 
методов химического анализа, основанная на 
принципах нано- и супрамолекулярной химии, 
нанотехнологий и самоорганизации; выявлена 
роль и предложено определение наноаналитики; 

‒ развит новый термодинамический под-
ход к исследованию структурных состояний и 
переходов в микроэмульсиях и предложен новый 
параметр для оценки инверсии их фаз; 

‒ предложены новые подходы к селективному 
раздельному определению токсикантов на основе 
сенсибилизированной фосфоресценции при ком-
натной температуре и эффекте «триплет-триплет-
ной аннигиляции» в мицеллах и микроэмульсиях; 

‒ развивается подход к определению био-
логически активных веществ, основанный на 
сенсибилизированной флуоресценции и эффекте 
«антенны» в организованных средах; 

‒ предложены нанотехнологические подходы 
к созданию чувствительных покрытий оптических 
и пьезокварцевых сенсоров на основе нанораз-
мерных пленок Ленгмюра‒Блоджетт и пленок, 
полученных методом полиионного наслаивания; 

‒ предложен подход к определению токсикан-
тов методом капиллярной газовой хроматографии 
с атомно-эмиссионным детектором в отсутствие 
стандартов определяемых веществ;  

‒ развит подход, состоящий в замене орга-
нических растворителей в подвижных фазах в 
ТСХ нетоксичными организованными средами, 
реализующий принципы «зеленой химии» (ми-
целлярная, микроэмульсионная и циклодекстри-
новая ТСХ); 

‒ развивается новый вариант ТСХ, состоящий 
в направленном регулировании в динамическом 
режиме свойств сорбатов и подвижной фазы при 
воздействии управляемой газовой фазы; 

‒ развивается метод мицеллярной экстрак-
ции, состоящий в замене токсичных органических 
растворителей мицеллярными растворами анион-
ных и неионных ПАВ – «зелёная химия»; 

‒ систематически исследовано влияние ми-
целл ПАВ на таутомерию органических реагентов; 

‒ развит автоматизированный титриметри-
ческий метод определения основного вещества 
в продуктах деструкции отравляющих веществ; 

‒ развивается подход к применению магнит-
ных наночастиц в методах разделения и концен-
трирования.

Кафедра аналитической химии и химической 
экологии стала одной из лидирующих в области 
наноаналитики в России. В 2015 г. под редакцией 
С. Н. Штыкова вышла монография по наноанали-
тике в издательстве «Наука» на русском языке. В 
апреле 2018 г. в старейшем немецком издательстве 
DE GRUYTER под редакцией С. Н. Штыкова вы-
пущена монография «Nanoanalytics: Nanoobjects 
and Nanotechnologies in Analytical Chemistry». 

Являясь высококвалифицированным педа-
гогом, С. Н. Штыков умело сочетает все виды 
учебных занятий, применяя новейшие технологии 
и обсуждая актуальные проблемы современной 
науки. Им на высоком профессиональном уровне 
читаются лекционные курсы «Нанотехнологии 
в аналитике», «Нанохимия и нанотехнологии», 
«Аналитическая химия нанообъектов», «Спек-
троскопические методы анализа и исследова-
ния», проводится повышение квалификации в 
ИДПО СГУ. 

Сергей Николаевич не только выдающийся 
ученый, но и успешный спортсмен. Главное ув-
лечение, конечно, лыжный спорт, которым начал 
заниматься в 9 классе школы, и продолжил в зна-
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менитой в СГУ лыжной секции у Константина 
и Александра Гурьевичей Смятских. С 1970 по 
1980 г. С. Н. Штыков был лучшим лыжником, 
чемпионом СГУ. В 1974 г. стал чемпионом Са-
ратовской области на дистанции 50 км. Сергей 
Николаевич до настоящего времени продолжает 
выступать за сборную СГУ среди преподавателей 
вузов Саратова, занимая ежегодно 1‒2-е мес-
та. В 2005 и 2010 гг. участвовал в Швеции в 
знаменитой гонке Васа-лоппет на 90 км, заняв 
82-е и 53-е места соответственно из 4.5 тысяч 
участников. Кроме того, в 2011‒2017 гг. 5 раз 
участвовал в полумарафонах в г. Майнц (Гер-
мания) и Саратове, занимая 1‒2-е места в своей 
возрастной группе. Около 15 лет занимался 
спортивным ориентированием на уровне 1‒
2-го разряда. Спорт и наука в его жизни эффек-
тивно дополняют друг друга. 

Сергей Николаевич пользуется заслуженным 
авторитетом и уважением среди научно-педаго-
гической общественности, коллег и студентов, 
а его научные труды известны и достойно пред-
ставляют российскую науку за рубежом. Он – 
великий труженик, прирожденный педагог и 
воспитатель молодежи. У него много учеников 
в разных городах России и за рубежом. Благо-
дарные ученики развивают идеи своего учителя, 
плодотворно работают в разных сферах анали-
тической химии и химической науки. 

Пожелаем Сергею Николаевичу дальнейших 
творческих успехов, новых талантливых учени-
ков, крепкого здоровья.

Т. Ю. Русанова, 
доктор химических наук, 

зав. кафедрой аналитической химии 
и химической экологии 

Personalia
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