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Аннотация. Методом тонкослойной хроматографии изучено влияние ряда факторов 
(природы неподвижной фазы, природы и концентрации органических растворителей и 
поверхностно-активных веществ, рН буферного раствора) на хроматографические харак-
теристики витаминов группы В: В1 (тиамин), В6 (пиридоксин), В12 (цианокобаламин). В 
качестве неподвижных фаз использовали пластины с полярным (Сорбфил на полимерной 
(высокоэффективные пластины, высокопроизводительная тонкослойная хроматография) 
и алюминиевой подложках), слабополярным (Полиамид-6) и неполярным (RP-18 на алю-
миниевой подложке) сорбентами. В качестве мицеллярных подвижных фаз – мицелляр-
ные растворы хлорида цетилпиридиния в интервале концентраций 5–10-4 – 5–10-1 М, до-
децилсульфата натрия в интервале концентраций 2,5–10-4 – 5–10-1 М. Установлено, что 
среди водно-органических подвижных фаз лучшие результаты получены для подвижной 
фазы состава ацетонитрил – вода (15:85) на полярных высокоэффективных пластинах. 
Более эффективной является подвижная фаза состава ацетонитрил – цетилпиридиний 
хлорид (15:85) в присутствии фосфатного буферного раствора с рН 3. Для последней под-
вижной фазы разработано ТСХ-определение витаминов В1, В6, В12 в фармацевтических 
препаратах со значением Sr 0,01 – 0,06.
Ключевые слова: витамины группы В, тонкослойная хроматография, органические раство-
рители, фосфатный буферный раствор, мицеллярные подвижные фазы
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Введение
В настоящее время одной из актуальных 

проблем аналитической химии и медицины яв-
ляется изучение различных медикаментозных 
препаратов, используемых для реабилитации 
людей после перенесенного COVID-19. Учитывая 
необычность самой ситуации пандемии и осо-
бенности патогенеза заболевания, применение 
общепринятых методов может быть небезопас-
ным или неэффективным [1].

Исходя из проведенных на сегодняшний 
день исследований, вирус затрагивает все органы 
и системы, в том числе повреждение головного 
мозга вследствие своей нейротропности [2, 3].

Водорастворимые витамины группы В – В1, 
В6, В12 относят к препаратам, которые локали-
зуются в мембранах нервных клеток, оказывают 
существенное влияние на процессы регенерации 
поврежденных вирусом нервных волокон, а 
также участвуют в энергетических процессах в 
нервных клетках [4]. 

Дополнительный интерес к витаминам 
группы В вызван их влиянием на процессы 
свободнорадикального окисления, играющего 
важную роль в патогенезе многих заболеваний, 
что позволило отнести их к витаминам-антиок-
сидантам [4–6]. Эти вещества активно участвуют 
в образовании и функционировании ферментов, 
регуляции энергетического обмена сердца, спо-
собствуют усвоению питательных веществ, нор-
мализуют рост клеток и развитие всего организма.

Исходя из значимости этих препаратов, 
перспективным является разработка новых и 
совершенствование известных методов и при-
емов определения витаминов, что возможно 
реализовать с помощью современных хромато-
графических методов.

Вследствие сложного состава, нелетучести 
и необходимости определения как отдельных 
составляющих, так и примесей наиболее часто 
для их определения применяют метод обращен-
но-фазовой высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ОФ ВЭЖХ) [7–16] с разными 
вариантами детектирования: спектрофотометри-
ческим [9, 17–20], флуориметрическим [11, 21], 
масс-спектрометрическим [11, 22, 23] и другими 
детекторами [11]. Кроме этого, водорастворимые 
витамины определяют методами ЯМР- [24, 25], 
УФ-спектроскопии [11, 26, 27], капиллярным 
электрофорезом [28–33].

В отдельных работах для определения 
витаминов применяется также планарный ва-
риант жидкостной хроматографии в варианте 
тонкослойной хроматографии (ТСХ) [34–37], 
который вследствие своей простоты, скорости, 
необходимости минимальной очистки образца, 
высокой прецизионности находит все более ши-
рокое применение. В настоящей работе проведено 
дальнейшее развитие этого метода на примере 
определения витаминов В1, В6, В12 с двумя типами 
подвижных фаз (ПФ) с целью выявления лучшей 
для практического применения в анализе. 
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Материалы и методы
Реагенты. Использовали витамины группы 

В: тиамин (В1, 5%-ный водный раствор, «Бори-
совский завод медицинских препаратов», Рос-
сия), пиридоксин (В6, 5%-ный водный раствор, 
«Биосинтез», Россия), цианокобаламин (В12, 
500 мкг витамина в ампуле, ОАО «Дальхим-
фарм», Россия) (рис. 1). Модельные растворы 
исследуемых витаминов (50 мг/мл для тиамина 

и пиридоксина, 0,5 мг/мл для цианокобаламина) 
готовили разбавлением ампульных растворов 
бидистиллированной водой. Рабочие растворы 
витаминов В1 и В6 с концентрациями 1–10-3 мг/мл 
готовили разбавлением модельных систем в воде. 
Раствор витамина В12 из ампулы использовали 
в качестве рабочего, так как разбавление умень-
шало чувствительность детектирования. Все 
растворы хранили в холодильной камере.

Рис. 1. Структура исследуемых витаминов группы В: 1 – тиамин, В1 (3-[(4-амино-2-метил-5-пиримидил)  метил]-5-
(2-гидроксиэтил)-4-метил-тиазол); 2 – пиридоксин, В6 (4,5-дигидроксиметил-2-метилпиридин-3-ол); 3 – цианоко-

баламин, В12 (Со-α-[α-(5,6-диметил-бензимидазолил)]-(Со-β-циано)кобамид)
Fig. 1. Structure of the studied vitamins of group B: 1 – thiamine, В1 (2-[3-[(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl)methyl]-4-methyl-
1,3-thiazol-3-ium-5-yl]ethanol); 2 – pyridoxinum, В6  (4,5-Bis(hydroxymethyl)-2-methylpyridin-3-ol; 3 – сyanocobalamin, 

В12 (Cyano-5,6-dimethylbenzimidazole-cobalamin)

1 2

3
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Для приготовления водно-органических 
ПФ использовали этанол ректифицированный, 
ацетонитрил (о.с.ч.), уксусную кислоту (ч.д.а.); 
фосфатный буфер готовили растворением в кол-
бе объемом 100 мл 0,68 г калия дигидрофосфата, 
доводя до нужного pH потенциометрически 
с помощью концентрированной фосфорной 
кислоты [38]. 

Для приготовления мицеллярных ПФ ис-
пользовали растворы катионных (хлорида це-
тилпиридиния (ЦПХ), 96%, НПО «Синтез ПАВ», 
Россия) и анионных (додецилсульфата натрия 
(ДДСNa), 98%, НПО «Синтез ПАВ», Россия) по-
верхностно-активных веществ (ПАВ). Исходные 
растворы ПАВ с концентрацией 0,2 М готовили 
по точной навеске, растворением в дистиллиро-
ванной воде при нагревании до 40–50° С. Рабочие 
растворы всех веществ готовили разбавлением 
исходных перед употреблением.

Аппаратура. Исследования проводили 
методом восходящей ТСХ на коммерческих 
пластинах с полярной – Сорбфил на полимерной 
(высокоэффективные пластины, высокопро-
изводительная тонкослойная хроматография 
(ВТСХ)) и алюминиевой подложках (Сорбполи-
мер, Краснодар, Россия), слабополярной – По-
лиамид-6 на полимерной (Fluka, Германия) и не-
полярной – RP-18 (Merck, Дармштадт, Германия) 
алюминиевой подложке фазами. 

После хроматографирования пластинки су-
шили в течение 4–5 мин при 80°С в сушильном 
шкафу, охлаждали на воздухе, детектировали в 
УФ-свете при λ = 254 нм и рассчитывали значе-
ния подвижности (Rf) витаминов, а также пара-
метры эффективности разделения (число теоре-
тических тарелок (N) и высоту, эквивалентную 
теоретической тарелке (ВЭТТ) (H)) и селектив-
ность (α). Обработку параметров хроматограмм 
проводили с помощью многофункционального 
графического редактора «Adobe Photoshop СС 
2018» (США).

Значения pH буферных растворов контроли-
ровали на приборе pH-метр (рН-673.М, Россия) 
со стеклянным индикаторным электродом и 
хлоридсеребряным электродом сравнения.

Результаты и их обсуждение
Хроматографические характеристики 

витаминов в водно-органических ПФ. Выбор 
оптимальной НФ

При выборе оптимальных условий прово-
дили сравнение четырех неподвижных фаз (НФ): 
Сорбфил на алюминиевой подложке, высокоэф-
фективные пластины Сорбфил на полимерной 
подложке, Полиамид-6, RP-18 в сочетании с ПФ 
ацетонитрил – вода в соотношении 15:85, вы-
бранной на основе данных литературы [35, 39, 40]. 
Результаты исследований представлены на рис. 2.

Рис. 2. Влияние природы НФ на хроматографические характеристики витаминов группы В (В1 – тиамин, 
В6 – пиридоксин, В12 – цианокобаламин): а – Полиамид-6, б – RP-18, в – Сорбфил, г – Сорбфил, ВТСХ. 

ПФ: ацетонитрил – вода (15:85). CR = 1·10-3 мг/мл
Fig. 2. Infl uence of the nature of SP on the chromatographic characteristics of vitamins of group B (В1 – thiamine, 
В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin): a – Polyamide-6, b – RP-18, c –Sorbfi l, d – Sorbfi l, HP TLC. MP: acetonitrile – 

water (15:85). CR = 1·10-3 mg/ml

в/cа /a б/b г/d
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Хроматограммы позволяют заключить, 
что оптимальными неподвижными фазами в 
данных условиях являются пластины Сорбфил 
высокоэффективные на полимерной подложке, 
так как в этом случае образуются наиболее 
разрешенные и компактные зоны, в то время 
как на пластинах Полиамид-6 зоны размыты 
(см. рис. 2). Использование неподвижных фаз 

RP-18 непригодно для определения витаминов, 
поскольку хроматографические зоны витаминов 
В1 и В6 остаются на линии старта. Полученные 
результаты подтверждены расчетом параметров 
эффективности (табл. 1).

Исходя из рассчитанных параметров мож-
но сделать вывод, что неподвижная фаза г (см. 
рис. 2) является оптимальной.

Таблица 1 / Table 1 
Хроматографические характеристики анализируемых систем (В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, 

В12 – цианокобаламин) на различных НФ. ПФ: цетонитрил – вода (15 : 85). CR = 1·10-3 мг/мл (n = 3, Р = 0,95)
Chromatographic characteristics of the analyzed systems(В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin) 

in various SP. MP: acetonitrile – water (15 : 85). CR = 1·10-3 mg/ml (n = 3, Р = 0,95)

НФ / SP
N H, мм / H, mm

В1 В6 В12 В1 В6 В12 В1 В6 В12

Полиамид-6 / Polyamide-6 – – – – – – – – –

RP-18 / RP-18 0,07 0,24 0,04 7,1 1,4 1,7 9,8 49 40

Сорбфил / Sorbfi l 0,08 0,76 0,49 12 1600 615 5,9 0,044 0,11

Сорбфил, ВТСХ / Sorbfi l, HP TLC 0,14 0,74 0,44 41 2601 841 1,7 0,027 0,083

fR

Выбор оптимальной ПФ
Водно-органические подвижные фазы
Согласно известным литературным данным 

для определения витаминов группы B часто 
используют метанол, бензол, хлороформ, гек-
сан, этилацетат, н-бутанол и другие токсичные 
органические растворители. Известна работа 
[39], в которой применяют смеси ацетонитрила 

и воды. Учитывая перспективность этих систем, 
отмеченную авторами [39], нами проведено их 
дальнейшее исследование.

Выбор оптимальной ПФ проводили при 
варьировании объема CH3CN и H2O в отсут-
ствие и присутствии буферного раствора. На 
рис. 3 представлены результаты эксперимента 
при использовании в качестве ПФ системы 

Рис. 3. Влияние соотношения CH3CN – H2O в ПФ на хроматографические характеристики витаминов. НФ: Сорб-
фил (ПП), ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл. В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, В12 – цианокобаламин. ПФ: ацетонитрил – вода, 

а –10:90, б – 15:85, в – 20:80, г – 30:70, д – 50:50
Fig. 3. Infl uence of the CH3CN – H2O Ratio in MP on the chromatographic characteristics of vitamins. SP: Sorbfi l (PP), 
HP TLC. CR = 1·10-3 mg/ml. В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin. MP: acetonitrile – water, a – 10:90, 

b – 15:85, c – 20:80, d – 30:70, e – 50:50

в/cа /a б/b г/d д/e
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Рис. 4. Хроматограммы витаминов В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, В12 – цианокобаламин в 
водно-органических ПФ, содержащих фосфатный буферный раствор. НФ: Сорбфил (ПП), 

ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл. ПФ: CH3CN – ФБ (15:85). а – 2; б – 3; в – 4; г – 5 
Fig. 4. Chromatograms of vitamins В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin.in 
aqueous organic MP containing phosphate buffer solution. SP: Sorbfi l (PP), HP TLC. CR = 1·10-3 

mg/ml. MP: CH3CN – PhB (15:85). a – 2; b  – 3; c – 4; d – 5

ацетонитрил – вода в следующих соотношениях 
компонентов: 10:90, 15:85, 20:80, 30:70, 50:50. На 
основании полученных результатов установлено, 
что вариант б на рис. 3 является оптимальным 
для дальнейшего модифицирования ПФ фос-

фатными буферами, лучший из которых при 
рН 3 представлен на рис. 4 и использовался далее. 
В табл. 2 приведено подтверждение этого выбора 
на основании расчета параметров эффективности 
разделения витаминов.

в/cа /a б/b г/d

Таблица 2 / Table 2 
Хроматографические характеристики анализируемых систем (В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, 

В12 – цианокобаламин) при различных значениях рН фосфатного буферного раствора. 
НФ: Сорбфил, ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл. ПФ: ацетонитрил – ФБ (15:85)  (n = 3, Р = 0,95)

Chromatographic characteristics of the analyzed systems in various (В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, 
В12 – сyanocobalamin) MP. SP: Sorbfi l, HP TLC. CR = 1·10-3 mg/ml MP: acetonitrile – PhB (15:85) (n = 3, Р = 0,95)

рН ФБ / рН PhB
N H, мм / H, mm

В1 В6 В12 В1 В6 В12 В1 В6 В12

2 0,26 0,64 0,37 4,9 549 173 14 0,13 0,40

3 0,24 0,83 0,42 87 2916 1393 0,80 0,024 0,050

4 0,16 0,73 0,40 9,1 1474 625 7,7 0,047 0,11

5 0,12 0,72 0,44 2,3 1218 324 31 0,058 0,22

fR

Мицеллярные подвижные фазы
Особенность мицеллярных растворов в том, 

что в гомогенной водной или неводной среде 
дифильные молекулы ПАВ при определенной 
концентрации (критической концентрации ми-
целлообразования (ККМ) спонтанно образуют 
наноразмерные (радиусом 1,5–3 нм) динами-

ческие дисперсные агрегаты, состоящие из 
нескольких десятков ионов или молекул ПАВ, 
которые называют мицеллами [41]. Главная 
особенность мицелл заключается в том, что 
среда внутри мицелл противоположна по поляр-
ности воде (основному растворителю подвижной 
фазы), что позволяет в мицеллярном растворе 
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Научный отдел376

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2023. Т. 23, вып. 4

растворять как полярные (в водной макрофазе), 
так и неполярные (в наноразмерных мицеллах) 
вещества. Таким образом, в хроматографической 
системе разделяемые соединения участвуют не 
только в равновесии «неподвижная фаза – под-
вижная фаза», но и дополнительном равновесии 
«растворитель – мицелла» внутри самой под-
вижной фазы, которое влияет на селективность 
хроматографического разделения. Жидкостную 
хроматографию (ЖХ), основанную на примене-
нии в качестве подвижных фаз мицеллярных 
растворов ПАВ сначала называли псевдофазной 
ЖХ [42, 43], а затем мицеллярной ЖХ (МЖХ) 
[44, 45], а подвижные фазы, содержащие мицел-
лы ПАВ – мицеллярными подвижными фазами 
(МПФ) [41, 46–48]. 

Ранее для витаминов в работе [34] было по-
казано, что МПФ улучшают хроматографические 
характеристики анализируемых веществ. Однако 
системного определения в этом случае не про-
водилось.

При выборе оптимального состава МПФ ис-
пользовали хлорид цетилпиридиния в интервале 
5–10-4 – 5–10-1 М и додецилсульфат натрия в 
интервале 2,5–10-4 – 2,5–10-1 М на высокоэффек-
тивных пластинах Сорбфил (ПП).

Установлено, что лучшие хроматографиче-
ские характеристики витаминов получены для 
систем ЦПХ – CH3CN при концентрации кПАВ 
5–10-4 М и соотношении ЦПХ – CH3CN = 85:15 
(об. %), найденные значения Rf, N и H представ-
лены в табл. 3.

Исходя из результатов определения был 
проведен анализ смеси витаминов при их со-
отношении 1:1:1 в анализируемой системе 
(табл. 4) и проведено сравнительное определе-
ние В1, В6, В12 в лучших водно-органических и 
МПФ при анализе препаратов «Комбилипен», 

«Пентовит» и «Эллигамин». Sr изменяется в 
диапазоне 0,01–0,06 (рис. 5). Правильность 
определения установлена методом стандартной 
добавки. Содержание цианокобаламина (В12) не 
найдено, так как лежит за пределами чувстви-
тельности метода ТСХ.

Таблица 4 / Table 4
Селективность разделения витаминов (В1 – тиамин, В6 – пиридоксин, В12 – цианокобаламин) 

в различных ПФ. НФ: Сорбфил, ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл (n = 3, Р = 0,95)
Selectivity of separation of vitamins (В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin) in different  MP. 

SP: Sorbfi l, HP TLC. CR = 1·10-3 mg/ml (n = 3, Р = 0,95)

ПФ / MP Исследуемые вещества
Test substances RS α

CH3CN – вода (15:85)
CH3CN – water (15:85)

В1+В6 1,26 0,04

В1+В12 1,01 0,24

В12+В6 1,52 0,18

CH3CN – ФБ (15:85) (pH 3)
CH3CN – PhB (15:85) (pH 3)

В1+В6 1,40 0,07

В1+В12 1,18 0,36

В12+В6 1,60 0,19

CH3CN (15 об.%) – ЦПХ (5∙10-4 М)
CH3CN (15 vol. %) – CPC (5∙10-4 М)

В1+В6 1,22 0,02

В1+В12 0,99 0,11

В12+В6 1,60 0,20

Таблица 3 / Table 3 
Хроматографические характеристики анализируемых систем (В1 – тиамин, В6 – пиридоксин,

В12 – цианокобаламин ) в ПФ: ацетонитрил (15 об. %) – ПАВ. НФ: Сорбфил, ВТСХ. CR = 1·10-3 мг/мл (n = 3, Р = 0,95)
Chromatographic characteristics of the analyzed systems (В1 – thiamine, В6 – pyridoxinum, В12 – сyanocobalamin) 

in various MP: acetonitrile (15 об. %) – surfactants. SP: Sorbfi l, HP TLC. CR = 1·10-3 mg/ml (n = 3, Р = 0,95)

ПАВ 
Surfactant

N H, мм / H, mm

В1 В6 В12 В1 В6 В12 В1 В6 В12

ЦПХ (5∙10-4 М)
CPC (5∙10-4 М) 0,11 0,86 0,50 25 2657 1521 2,8 0,026 0,046

ДДСNa (5∙10-3 М)
DDSNa (5∙10-3 М) 0,14 0,77 0,49 28 1798 484 2,5 0,039 0,140

fR
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Рис. 5. Хроматограммы витаминов в исследуемых объектах: а – «Комбилипен», б – «Пентовит», 
в – «Эллигамин»; 1 – пиридоксин (витамин В6), 2 – тиамин (витамин В1), 1.1 – стандартное вещество 
В6, 2.1 – стандартное вещество В1. ПФ: ацетонитрил (15 об.%) – ЦПХ (5∙10-4 М). НФ: Сорбфил, ВТСХ 
Fig. 5. Chromatograms of vitamins in the studied objects: a – “Combilipen”, b – “Pentovit”, c – “Elligamine”. 
1 – pyridoxinum (vitamin B6), 2 – thiamine (vitamin B1), 1.1 – standard substance B6, 2.1 – standard substance 

B1. MP: acetonitrile (15 об. %) – CPC (5∙10-4 М). SP: Sorbfi l, HP TLC 

в/cа /a б/b

Расчет разрешения Rs в исследуемых си-
стемах свидетельствует о практически полном 
разделении витаминов.

Заключение
Методом ТСХ изучены хроматографиче-

ские характеристики тиамина, пиридоксина и 
цианокобаламина в водно-органических и ми-
целлярных подвижных фазах при варьировании 
содержания органического растворителя, рН 
подвижной фазы и концентрации ПАВ. Уста-
новлено, что введение фосфатного буферного 
раствора в оба типа подвижных фаз улучшает 
хроматографические характеристики исследуе-
мых витаминов. Эффективность и селективность 
разделения витаминов лучше в мицеллярных 
подвижных фазах. 

Проведенные исследования использованы 
для определения пиридоксина и тиамина в 
фармацевтических препаратах «Комбилипен», 
«Пентовит» и «Эллигамин», со значениями Sr 
0,01–0,06. Разработанный метод ТСХ с мицел-
лярными подвижными фазами практически ис-
ключает применение летучих, канцерогенных, 
высокотоксичных растворителей и не уступает 
по эффективности органическим элюентам, а 
разработанные в работе подходы позволяют 
решать основные задачи зеленой химии.
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Аннотация. Проблема загрязнения окружающей среды продуктами человеческой жизнедеятельности в настоящее время критически 
актуальна. Органические фрагменты подвергаются деструкции медленно и в результате накапливаются в экосистемах. Множество ис-
следований подтверждают наличие различных поллютантов в реках, почвах, атмосфере. Несмотря на большой массив работ по поиску 
методов инактивации и очистки подобных загрязнителей, нет универсального, применимого к различным классам ксенобиотиков. 
Целью данной работы являлось изучение деструктивных процессов модельных систем ксенобиотиков различной природы. В каче-
стве метода деструкции применяли УФ-облучение. Изучали деструкци ю модельных веществ: двух красителей, двух фармацевтических 
препаратов и двух нитропроизводных фенола; деструктивные процессы модельных систем различных поллютантов. Показано, что 
изученные субстраты уже в течение первого часа подвергаются фотодеструкции. Рассчитаны кинетические характеристики данных 
процессов. Полученные результаты свидетельствуют о том, что УФ-облучение можно рассматривать как перспективный метод инакти-
вации различных поллютантов.
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Abstract. The problem of environmental pollution by human waste products is currently critically relevant. Organic fragments undergo degradation 
slowly and as a result accumulate in ecosystems. Many studies confi rm the presence of various pollutants in rivers, soils, atmosphere. Despite 
a large body of work on the search for methods of inactivation and purifi cation of such pollutants, there is no universal method, applicable to 
various classes of xenobiotics. The purpose of this work has been to study the destructive processes of model systems of xenobiotics of various 
nature. UV irradiation has been used as a method of destruction. The destruction of model substances has been studied in the work: two dyes, 
two pharmaceuticals and two nitro derivatives of phenol. Destructive processes of model systems of various pollutants have been studied. It is 
shown that many substrates undergo photodestruction within the fi rst hour. Kinetic characteristics of these processes are calculated. The results 
obtained indicate that UV irradiation can be considered as a promising method of inactivation of various pollutants.
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Введение
Поллютанты – это различного рода загряз-

нители объектов окружающей среды [1–6]. Их 
присутствие крайне отрицательно сказывается 
на среде обитания различных бионтов, и как 
следствие, на их здоровье. На сегодняшний 
день проблема загрязнения окружающей среды 
выбросами отходов производства как никогда 
актуальна [7, 8]. 

Одним из основных источников ксеноби-
отиков, загрязняющих окружающую среду, 
является текстильная промышленность. Такие 
предприятия используют огромное количество 
разнообразных реагентов, красителей, которые 
впоследствии становятся серьёзными загрязни-
телями вод, особенно вблизи производства [9]. 

Не стоит забывать и о фармацевтических 
предприятиях. Чаще всего такие производства 
не оборудованы под переработку отходов после 
получения лекарственных препаратов. А они, в 
свою очередь, могут крайне негативно влиять на 
окружающую среду [10–12]. 

Пестициды также являются опасными пол-
лютантами, это химические или биологические 
препараты, массово используемые для борьбы 
с вредителями и сорными растениями из-за 
технологической простоты, эффективности и не-
высокой стоимости. Другая сторона – влияние на 
экосистемы, ввиду сокращения биоразнообразия, 
а также в результате прямого действия на бион-
тов и опосредованного вследствие накопления 
остаточных количеств в сельскохозяйственных 
продуктах и   питьевой воде [13, 14].

Данная экологическая проблема есть ре-
зультат производства и потребления, которые 
сопутствуют развитию человечества. Видимые 
изменения в биосфере появились вследствие 
активного прогресса человечества. Но такой 
прогресс – это прежде всего загрязнение при-
родной среды огромным количеством разноо-
бразных синтетических веществ. Переработка 
или хотя бы инактивация таких отходов имеет 
серьёзную значимость для сохранности биогео-
ценоза в целом.

Существует множество способов переработ-
ки загрязняющих веществ. Одним из них можно 
считать очищение объектов окружающей среды 
деструктивными методами. Выбор того или 
иного способа зависит от свойств поллютанта и 
агрегатного состояния [15, 16].

Целью данной работы являлось изучение 
деструктивных процессов модельных систем 
различных поллютантов. В качестве метода де-
струкции применяли УФ-облучение.

Материалы и методы
В работе в качестве объектов исследования 

использовали модельные вещества различного 
назначения. Были выбраны красители, пестици-
ды и лекарственные препараты.

В качестве модельн  ых систем отходов 
тексильной и лакокрасочной промышленности 
выбраны два металлохромных индикатора: 
эриохром чёрный Т (ЭХЧТ / EBT) и эриохром 
синий (ЭС / EB) (табл. 1). В данной работе были 
использованы металлоиндикаторы классифи-
кации ЧДА. 

В качестве модельной системы отходов 
фармацевтической промышленности выбраны 
лекарственные препараты тетрациклиново-
го ряда: тетрациклин (T / T) и доксициклин 
(Д / D). Тетрациклин выбран ввиду того, что его 
деструкция различными методами и система-
ми исследовалась ранее, что позволит сделать 
рациональный анализ [17, 18]. Доксициклин 
является изомером тетрациклина, что также 
представляет интерес.

Тетрациклин выпускается в виде таблеток, 
покрытых пленочной оболочкой розового цве-
та и имеющих двояковыпуклую форму. Одна 
таблетка содержит 100 мг основного вещества, 
тетрациклина гидрохлорида, в состав таблетки 
также входят: стеарат кальция, диоксид ти-
тана, целлюлоза. Доксициклин выпускается 
в виде капсул, содержит 100 мг основного ве-
щества – доксициклина гиклата, вспомогатель-
ные вещества: лактозы моногидрат, крахмал, 
кальция стеарат.

В работе без дополнительной обработки 
использовали коммерческие лекарственные 
препараты (см. табл. 1), при этом изучали только 
изменение концентрации действующего веще-
ства. Превращения, которые могут претерпевать 
вспомогательные вещества, в данной работе 
не рассматривались, поскольку фармацевти-
ческие препараты попадают в окружающую 
среду со вспомогательными веществами, то их 
присутствие и влияние на деструкцию основ-
ного действующего вещества исключать не-
целесообразно. 

В качестве модельных систем отходов 
химической промышленности и производ-
ства пестицидов нами были выбраны 4-нит-
рофенол (НФ / NPh) и 2,6-динитрофенол 
(ДНФ / dNPh), оба реактива классификации 
ЧДА (см. табл. 1). 

В эксперименте изучали деструкцию 
субстратов при температуре 20°С в водных 
растворах. 

М. Н. Устинова, К. А. Золотухина. Инактивация ксенобиотиков
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Таблица 1 / Table 1
Изучаемые вещества

Compounds under study

Название 
исследуемого образца 

Name of the reagents

Структурная формула
Structural formula

Брутто-формула
Gross formula

λmax, нм  
λmax, nm

Красители / Dyes

Эриохром чёрный Т /
Eriochrome black T C20H12N3O7SNa 540

Эриохром синий / 
Eriochrome blue C16H9ClN2Na2O9S2 530

Лекарственный препарат / Medicinal product

Тетрациклин 
«Биосинтез», таблетки /
Tetracycline 
“Biosynthesis”, tablets 

C22H24N2O8
 365

Доксициклин 
«Велфарм», капсулы / 
Doxycycline 
“Velpharm”, capsules 

C22H24N2O8 350

Пестициды / Pesticides

4-нитрофенол / 
4-nitrophenol C6H5O3N 320

2,6-динитрофенол / 
2,6-dinitrophenol C6H4O5N2 425



Химия 385

За изменением концентрации субстратов 
следили спектрофотометрическим методом по 
изменению интенсивности поглощения. Мак-
симум поглощения определяли на спектрофо-
тометре Specord Plus 210 в диапазоне длин волн 
от 200 до 600 нм с шагом 1 нм. 

В фотолизную камеру Вольта ФК-12М, 
оснащенную ртутной лампой ДРТ-1000 мощ-
ностью 1000 Вт с лучистым потоком 128 Вт, 
поток излучения которой лежит в области 
спектра 240–320 нм, помещали 25 мл водного 
раствора исследуемого образца в специальной 
кварцевой пробирке и подвергали облучению 
в течение 5 мин. По истечении времени облу-
чения раствору давали охладиться, отбирали 
пробу и регистрировали спектр поглощения. 

Отобранную пробу возвращали в раствор. 
Фотолиз проводили в течение 60–90 мин. 

Результаты и их обсуждение
Изначально изучали деструкцию чистых 

компонентов. Эриохром черный Т является ор-
ганическим азокрасителем группы диоксиазо-
нафталина. В его молекулу входят хромофорная 
азогруппа и две фенольные группы. Эриохром 
синий также относится к группе азокрасите-
лей, содержит азогруппу, которая соединяет 
ароматические циклы с сульфогруппами и 
гидроксогруппами.

На рис. 1 представлена деструкция данных 
красителей при трех значениях концентра-
ций (mM). 

Рис. 1. Кинетическая кривая фотодеструкции эриохрома синего (а) и эри охрома чёрного Т (б)
Fig. 1. Kinetic photodestruction curve of blue eriochrome (a) and black eriochrome T (b)
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Обесцвечивание растворов красителей и 
убыль оптической плотности видимого диапа-
зона спектров является свидетельством разрыва 
азосвязи с образованием бесцветных ароматиче-
ских аминов. Продуктами окисления аминопро-
изводных могут быть нитропроизводные, однако 
при наличии значительного количества окисли-
теля возможна полная минерализация субстра-
та. В работе [19] при изучении биодеградации 
азокрасителей предложен механизм, в котором 
за стадией образования ароматических аминов 
следует дезаминирование, деароматизация и 
дециклизация с образованием линейных струк-
тур, среди продуктов деструкции азокрасителей 
были обнаружены спирты и карбоновые кислоты.

Линеаризация зависимостей в коорди-
натах ln(C0/Ct) от времени облучения (рис. 2) 
свидетельствует о первом порядке реакции. 
Константы скоростей соответствующих про-
цессов определены по линейному уравнению 
каждой прямой.

Тетрациклины – группа антибиотиков, 
полифункциональные гидронафтаценовые со-
единения. Их окраска обусловлена наличием 
хромофоров в структуре. В электронном спектре 
тетрациклина наблюдается несколько характер-
ных полос поглощения с максимумами при 220, 
265 и 335 – 365 нм. Химические свойства тетра-
циклинов во многом определяются наличием в 
молекуле различных функциональных групп.

М. Н. Устинова, К. А. Золотухина. Инактивация ксенобиотиков
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На рис. 3 представлена фотодеструкция 
действующего вещества тетрациклина и докси-
циклина при трех варьируемых концентрациях 
(mM). Видно, что степень деструкции тетра-
циклина выше доксициклина. Доксициклин 

является изомером тетрациклина, в результате 
перегруппировки одной гидроксогруппы между 
соседними циклами в структуре конденсирован-
ной четырехциклической системы, что влияет на 
способность к деструктивным процессам.

Рис. 2. Зависимость ln(C0/Ct) от времени облучения для эриохрома синего SE (а) и эриохрома черного Т (б)
Fig. 2. Dependence of ln(C0/Ct) on the irradiation time for blue eriochrome SE (a) and black eriochrome T (b)

а /a б/b

Рис. 3. Кинетическая кривая фотодеструкции действующего вещества (а) тетрациклина и (б) доксициклина
Fig. 3. Kinetic photodestruction curve of the active substance (a) tetracycline and (b) doxycycline
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На рис. 4 представлена деструкция 4-нитро-
фенола и 2,6-динитрофенола. Ранее говорилось о 
механизме деструкции красителей, результатом 
которой могут являться нитроароматические 
соединения, не менее токсичные чем амино-. 

Видно, что с течением времени 4-нитро-
фенол при трех изучаемых концентрациях 
достигает высокой степени деструкции, более 
90%. Интересен вид полученных кривых де-
струкции 2,6-динитрофенола, в течение 30 мин 
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реакция идет с одной скоростью, достигая 30% 
деструкции, и далее резко ускоряется. Вероятно, 
для деструкции такого устойчивого поллютан-

та необходимо накопление фотонов в системе.
Все кинетические характеристики процес-

сов деструкции сведены в табл. 2.

Рис. 4. Кинетическая кривая фотодеструкции (а) 4-нитрофенола и (б) 2,6-динитрофенола
Fig. 4. Kinetic curve of photodestruction of (a) 4-nitrophenol and (b) 2,6-dinitrophenol
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Таблица 2 / Table 2
Кинетические характеристики изучаемых систем

Kinetic characteristics of the studied systems

№ Система / 
System

Концентрация исходная, 
ммоль/л /

Initial concentration, mmol/l

Степень деструкции, час % /
Degree of destruction, 

hour %

Начальная скорость деструкции, 
мкмоль/л×мин / 

Initial destruction rate, mmol/l×min
Красители / Dyes

1
ЭС / EB

0,04 99,90 2,0
2 0,08 92,50 1,6
3 0,12 76,66 1,8
4

ЭХЧТ / EBT
0,04 75,00 1,4

5 0,08 72,50 1,8
6 0,12 47,50 2,0

Лекарственные препараты / Medicinal preparations
1

Т / T
0,04 77,08 1,2

2 0,08 74,98 1,9
3 0,12 51,43 0,3
4

Д / D
0,04 67,39 1,4

5 0,08 58,42 1,4
6 0,12 50,63 3,5

Пестициды / Pesticides
1

4НФ / NPh
0,04 99,90 2,8

2 0,08 94,50 1,0
3 0,12 93,73 2,9
4

2,6ДНФ / dNPh
0,04 88,89 0,9

5 0,08 72,41 0,5
6 0,12 64,00 1,0

М. Н. Устинова, К. А. Золотухина. Инактивация ксенобиотиков
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Теоретическое значение химического по-
требления кислорода (ХПК) формально опреде-
ляется как такая масса окислителя в пересчёте 
на кислород, выраженная в мг/мг, при которой 
весь углерод, водород, сера, фосфор и другие 
элементы (кроме азота), если они присутствуют 
в органическом веществе, окисляются до их 
высших оксидов. 

Расчет ХПК производили по формуле ве-
щества (1):

 ,                (1)

исходя из количества атомов элементов NI, 
стехиометрии окисления элемента KI и моле-
кулярной массы вещества [12].

При сопоставлении величины ХПК с по-
лученными данными степени деструкции 
(рис. 5) показано, что строение вещества и 
высокая молекулярная масса не всегда может 
определить ход деструктивного процесса, зача-
стую стабильность органического поллютанта 
и его устойчивость к деструкции определяется 
взаимным влиянием заместителей в структуре 
молекулы, однако в большинстве случаев вели-
чина ХПК является информативной единицей: 
его высокие значения соответствуют низким 
значениям полученной деструкции и наоборот. 

Также были рассчитаны квантовые вы-
ходы фотодеструкции субстратов для средних 
значений концентраций (0,08мМ), табл. 3. 

Рис. 5. Сопоставление величины ХПК со степенью деструкции субстратов при средних значениях 
концентраций (0,08 мМ)

Fig. 5. Comparison of the amount of chemical oxygen consumption with the degree of destruction of substrates 
at average concentrations (0.08 mM)
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Таблица 3 / Table 3
Квантовые выходы реакций фотолиза  

Quantum yields of photolysis reactions

№ Система / 
System ϕ×100 Погрешность расчета / 

Calculation error

1 ЭХЧТ 1.38

0,01-0,02 ± 0,002
0,02-0,03 ± 0,004
0,04-0,05 ± 0,007
0,09-0,11 ± 0.015

2 ЭС 4.92

3 Т 1.43

4 Д 2.89

5 4НФ 2.06

6 2,6ДНФ 11.08

Световой поток 0,5114 × 10–7 Энштейн/с =
= 3,079×1016 квант/с определяли по методу с 
использованием раствора ферриоксалатного 
актинометра.

Число поглощенных квантов монохромати-
ческого света определяли по измеренной кванто-
вой интенсивности светового потока, падающего 
на кювету с раствором, и известному поглоще-
нию раствора в данной спектральной области.

Квантовые выходы фотодеструкции рас-
считывались по формуле 2 [20]:

,               (2)
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где ∆D – изменение оптической плотности в 
максимуме длинноволновой полосы поглоще-
ния (λmax) при толщине слоя l, см, за время 
облучения t, 1 ч = 60 мин = 3600 c; NA – число 
Авогадро; V – объем облучаемого раствора, 
0,025л; ε – молярный коэффициент экстинкции 
исходного субстрата в максимуме его длинно-
волновой полосы поглощения (λmax); εэф – эф-
фективный молярный коэффициент поглощения 
фотопродуктов в максимуме длинноволновой 
полосы поглощения исходного субстрата (λmax); 
Т – пропускание облучаемого раствора на длине 
волны возбуждающего света; I – световой по-
ток, квант/(с×см2); S – площадь облучения, см2. 
Погрешность определения квантовых выходов 
составляла 15%.

Квантовый выход меньше 1 может быть 
обусловлен не только обратной реакцией, но и 
другими причинами. Часто ϕ < 1 наблюдается 
в случае реакций, протекающих в растворах. 
В случае реакции в растворах ϕ < 1 обусловлен 
не только рекомбинацией возникших при об-
лучении продуктов реакции, но в значительной 
степени дезактивацией возбуждающих молекул 
молекулами-растворителями. 

Тем не менее, степень деструкции изучен-
ных субстратов значительна, поэтому фотолиз 
данных систем является весьма эффективным.

Заключение
Изучены деструктивные процессы модель-

ных систем различных поллютантов. Показано, 
что эриохром черный и эриохром синий, тетра-
циклин и доксициклин, а таже 4-нитрофенол и 
2,6-динитрофенол уже в течение первого часа 
подвергаются фотодеструкции. Рассчитаны ки-
нетические характеристики данных процессов: 
начальная скорость, степень деструкции, ХПК 
и квантовые выходы. 

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что УФ-облучение можно рассматривать 
как перспективный метод инактивации различ-
ных поллютантов.
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Аннотация. Предложен способ спектрофотометрического определения антибиотиков цефалоспориновой (цефуроксим, цефтриаксон, 
цефотаксим, цефазолин) и пенициллиновой (амоксициллин) групп с использованием хемометрической обработки данных (метод про-
екции на латентные структуры (ПЛС)). Зарегистрированы спектры поглощения 24 бинарных смесей «цефалоспорин – цефалоспорин» 
и 16 бинарных смесей «цефалоспорин – амоксициллин» с различными концентрациями в диапазоне 3–27 и 5–140 мкг/мл. Выбрано 
оптимальное число латентных переменных для каждого хемометрического метода (ПЛС-1 и ПЛС-2), которое составило от 2 до 7 в зави-
симости от типа модели и природы антибиотиков. Наименьшие среднеквадратичные ошибки калибровки (RMSEC) найдены для систе-
мы «цефтриаксон – цефазолин», которые составили 0.09 и 0.08 для ПЛС-1 и ПЛС-2 соответственно. Наименьшие среднеквадратичные 
ошибки прогноза (RMSEP) для смеси «цефуроксим – амоксициллин» составили 0.07 для обоих методов (ПЛС-1 и ПЛС-2). Установлено, 
что уравнения линейных зависимостей «измерено – предсказано» характеризуются коэффициентом регрессии и квадратом коэффи-
циента аппроксимации близкими к 1, что говорит о высоком качестве моделей. Величины относительной погрешности определения 
в проверочных смесях составили методом ПЛС-1 для смесей «цефалоспорин – цефалоспорин» 0.4–6.2%, методом ПЛС-2 – 0.07–6.0%. 
При этом значительной разницы в погрешности определения компонентов смеси не наблюдается, в отличие от системы «цефурок-
сим – амоксициллин», для которой погрешность составляет 0.1–1.1% для первого компонента и 2.6–14.7% для второго компонента 
методом ПЛС-1 и 0.2–1.2% для первого компонента и 4.3–13.3% для второго компонента методом ПЛС-2. Таким образом, показано, что 
применение хемометрических методов обеспечивает высокую точность спектрофотометрического определения исследуемых анти-
биотиков с перекрывающимися полосами поглощения в их смесях.
Ключевые слова: антибиотики, цефуроксим, цефтриаксон, цефотаксим, цефазолин, амоксициллин, спектрофотометрия, метод про-
екций на латентные структуры
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Abstract. The method has been proposed for the spectrophotometric determination of antibiotics of the cephalosporin (cefuroxime, ceftriaxone, 
cefotaxime, cefazolin) and penicillin (amoxicillin) groups using chemometric data processing (method of partial least squares, PLS). The absorp-
tion spectra of 24 binary mixtures of “cephalosporin – cephalosporin” and 16 binary mixtures of “cephalosporin – amoxicillin” with various 
concentrations in the range of 3–27 and 5–140 μg/ml have been recorded. The optimal number of latent variables for each chemometric method 
(PLS-1 and PLS-2) has been selected, which ranged from 2 to 7 depending on the type of model and the nature of the antibiotics. The smallest 
root mean square calibration errors (RMSEC) have been found for the ceftriaxone–cefazolin system, which have been 0.09 and 0.08 for PLS-1 
and PLS-2, respectively. The smallest root mean square errors of prediction (RMSEP) for the mixture “cefuroxime – amoxicillin” have been 0.07 
for both methods (PLS-1 and PLS-2). It has been established that equations of linear relationships “measured-predicted” are characterized by a 
regression coeffi  cient and the square of the approximation coeffi  cient close to 1; which indicates the high quality of the models. The relative error 
of determination in test mixtures has been 0.4–6.2% by the PLS-1 method for “cephalosporin – cephalosporin” mixtures, and 0.07–6.0% by the 
PLS-2 method. At the same time, there is no signifi cant diff erence in the error in determining the components of the mixture, in contrast to the 
“cefuroxime – amoxicillin” system, for which the error is 0.1–1.1% for the fi rst component and 2.6–14.7% for the second component using the 
PLS-1 method and 0.2–1.2% for the fi rst component and 4.3–13.3% for the second component using the PLS-2 method. Thus, it has been shown 
that the use of chemometric methods ensures high accuracy of the spectrophotometric determination of the studied antibiotics with overlapping 
absorption bands in their mixtures.
Keywords: antibiotics, cefuroxime, ceftriaxone, cefotaxime, cefazolin, amoxicillin, spectrophotometry, method of partial least squares
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Е. Ф. Кетруш и др. Спектрофотометрическое определение некоторых β-лактамных антибиотиков 

Введение
В лекарственных препаратах (ЛП) нередко 

используют сочетание двух и более активных 
фармацевтических ингредиентов (АФИ) для 
усиления фармакологического эффекта и удоб-
ства применения комбинированных препаратов. 
Трудоемкое и сложное предварительное разделе-
ние АФИ, входящих в состав комбинированных 
препаратов и обладающих сходными физико-
химическими свойствами, затрудняет прове-
дение экспресс-анализа при контроле качества 
в лаборатории. Хемометрические алгоритмы, 
на сегодняшний момент перспективные, экс-
прессные и не требующие больших трудозатрат, 
являются альтернативой трудоемким процеду-
рам, связанным с предварительным разделением 
компонентов смеси и использованием дорогосто-
ящего оборудования при анализе. 

Бета-лактамные антибиотики (табл. 1) 
находят широкое применение в медицинской 
практике, так как обладают такими ценными 
качествами, как надежность, относительно ши-
рокий спектр антимикробного действия, высо-
кая активность, стабильность и эффективность. 
Названные качества дают основания считать 
эти антибиотики идеальными препаратами для 
лечения многих бактериальных инфекций.

Основными хемометрическими алгоритма-
ми, применяемым для определения концентра-
ции действующих веществ в ЛП с двумя и более 
АФИ, являются метод проекции на латентные 
структуры (ПЛС) и метод регрессии на главные 
компоненты (РГК), которые подробно описаны в 
работах [1, 2]. Представленные методы позволя-

ют работать с данными, в которых не исключено 
наличии погрешностей как в обучающем, так и 
в проверочном наборах. Метод ПЛС проводит 
одновременно разложение матриц данных X 
(спектры поглощения) и отклика Y (концентра-
ции), строя проекции с максимальной корреля-
цией соответствующих векторов, что уменьшает 
количество латентных переменных в описании 
сложных связей в модели по сравнению с мето-
дом РГК [1–3].

В литературе описаны примеры опреде-
ления антибиотиков в их смесях с одновре-
менным использованием спектрофотометрии 
и хемометрики. Так, для количественного 
анализа амоксициллина и флуклоксациллина 
в их бинарных смесях применялись различ-
ные хемометрические модели, а именно: ПЛС, 
МНКРСО – генетический алгоритм, совмещенный 
с методом наименьших квадратов и расширенны-
ми спектральными остатками (SRACLS – Spectral 
Residual Augmented Classical Least Squares), 
МНКОК – метод наименьших квадратов, допол-
ненный остатками концентраций (CRACLS – 
Concentration Residuals Augmented Classical 
Least Squares) и ИНС – искусственные нейрон-
ные сети (ANN – Artifi cial Neural Networks), 
а также проводилось сравнение вышепере-
численных методов совместно с использова-
нием генетического алгоритма (ГА). Методы 
использованы для количественного анализа 
лекарственных средств в смесях, приготов-
ленных в лабораторных условиях, и в лекар-
ственном препарате Flumox (EIPICO Pharma-
ceuticals Company) путем обработки данных 
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Таблица 1 / Table 1
Краткая характеристика исследуемых антибиотиков

Brief characteristics of the studied antibiotics

Вещество / (Сокращение)
Substance / (Abbreviation)

Группа
Group

М масса, г/моль
M mass, g/mol

Формула
Formula

Амоксициллина 
тригидрат (Amox) Пенициллины 419.5

Цефуроксима натрия
(Cefur)

Цефалоспориновый 
антибиотик
II поколения

446.4

Цефтриаксона натрия
(Ceft)

Цефалоспориновый 
антибиотик
III поколения

576.6

Цефотаксима натрия
(Ctox)

Цефалоспориновый 
антибиотик
III поколения

477.5

Цефазолина натрия
(Cef)

Цефалоспориновый 
антибиотик
I поколения

476.5

УФ-спектров. Наиболее надежные и простые 
модели получены с помощью ГА (табл. 2). 
Предложенные методы оказались достоверны-
ми, простыми и не требующими предваритель-
ной стадии разделения [4].

В работе [5] описано спектрофотометри-
ческое определение двух антибактериальных 
веществ – норфлоксацина и тинидазолома – в их 
бинарной смеси с использованием хемометриче-
ских алгоритмов. Спектры поглощения данных 
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антибиотиков имеют широкое перекрытие в 
диапазоне 200–400 нм, что затрудняет их опре-
деление без предварительного разделения. Для 
количественного определения использованы: 
метод первой производной с «нулевым пере-
сечением» (1D); метод наименьших квадратов 
(МНК) (CLS – Classical Least Squares); РГК. По-
грешности определения находились в пределах 
0.2–3.0% для 1D, 0.2–1.6% для МНК и 0.1–2.0% 
для РГК соответственно для норфлоксацина 
и тинидазолома. Полученные результаты ме-
тодами МНК и РГК сравнивали с методом 1D. 
Открываемость составила для 1D –98.1–99.2%, 
методом МНК– 98.3–99.03% и для РГК 98.2–

98.9%. Вышеописанные методы показали вы-
сокие значения открываемости и могут быть 
применены для анализа смесей норфлоксацина 
и тинидазолома и ЛП, содержащих комбинацию 
данных АФИ.

В работе [6] проводили количественное 
спектрофотометрическое определение офлок-
сацина и тинидазола с использованием методов 
РГК и ПЛС. Спектры поглощения регистри-
ровали в диапазоне 280–320 нм. Построение 
хемометрической модели проводили с исполь-
зованием 24 бинарных смесей в калибровочном 
наборе и 12 смесей в проверочном наборе. 
Показано, что хемометрическая обработка 

Таблица 2 / Table 2 
Применение хемометрических алгоритмов в анализе двухкомпонентных смесей антибиотиков

Application of chemometric algorithms in the analysis of two-component mixtures of antibiotics

Компонент (Объект)
Component (Object)

Метод
Method

1-й компонент
1st component

2-й компонент
2nd component

С
сы
лк
а

Re
fe

re
nc

e

RMSEC / 
RMSEP* 

Открываемость
Accuracy, %

RMSEC/ 
RMSEP*

Открываемость 
Accuracy, %

1. Амоксициллин
2. Флуклоксациллин
(Капсулы Flumox 
(EIPICO Pharmaceuticals 
Company)

ПЛС-1 0.28/0.28 101.5 ± 1.3 0.24/0.39 100.2 ± 1.1

[4]

ГА-ПЛС-1 0.24/0.25 101.2 ± 1.4 0.09/0.37 98.9 ± 1.4

МНКРСО 0.29/0.29 101.5 ± 1.3 0.16/0.31 99.3 ± 1.2

ГА-МНКРСО 0.24/0.25 101.2 ± 1.4 0.09/0.37 99.7 ± 0.8

МНКРСО 0.28/0.29 101.5 ± 1.3 0.26/0.37 99.9 ± 1.1

ГА-МНКРСО 0.24/0.25 101.2 ± 1.4 0.10/0.37 99.8 ± 0.8

ИНС 0.13/0.23 100.9 ± 1.1 0.23/0.28 99.9 ± 1.8

ГА-ИНС 0.27/0.21 99.4 ± 1.3 0.30/0.31 99.7 ± 1.2

1. Норфлоксацин
2. Тинидазол
(Таблетки Conaz 
TM (Pharaonia 
Pharmaceuticals)

1D – 99.2 ± 1.8 – 98.1 ± 1.6

[5]МНК – 99.03 ± 1.5 – 98.3 ± 1.3

РГК – 98.9 ± 1.8 – 98.2 ± 1.9

1. Офлоксацин
2. Тинидазол
(Таблетки Ofl oxTZ 
(Cipla Ltd)

РГК -/0.04 99.02 ± 1.05 -/0.03 100.7 ± 1.2
[6]

ПЛС -/0.04 99.5 ± 1.2 -/0.03 100.7 ± 1.2

1. Ципрофлоксацин
2. Доксициклин
(Таблетки -)

РГК -/0.14 97.5 ± 0.5 -/0.22 98.4± 0.8
[7]

ПЛС -/0.14 100.4 ± 1.3 -/0.21 101.9 ± 1.3

1. Ципрофлоксацин
2. Орнидазол
(таблетки ZOXAN-OZ)

РГК 0.3470/0.3469 102.0 0.26024/ 
0.26023 102.0

[8]
ПЛС 0.3395/0.3465 101.6 0.26032/ 

0.26032 101.6

Примечание. RMSEC – среднеквадратичная ошибка обучающего набора данных. RMSEP – среднеквадра-
тичная ошибка проверочного набора [1].

Note. RMSEС – root mean square calibration errors of the training data set;  RMSEP – test set mean  square 
error [1].

Е. Ф. Кетруш и др. Спектрофотометрическое определение некоторых β-лактамных антибиотиков 
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данных позволяет проводить анализ смесей 
без предварительного этапа разделения. Пра-
вильность предложенных методик с исполь-
зованием РГК и ПЛС подтверждали методом 
обращеннофазовой ВЭЖХ.

Определение ципрофлоксацина и док-
сициклина в ЛП спектрофотометрическим 
методом с применением методов РГК и ПЛС 
без  предварительного  разделения  смеси 
представлено в работе [7]. УФ-спектры пре-
паратов регистрировали в диапазоне концент-
раций 1–10 мкг/мл для ципрофлоксацина и 
5–25 мкг/мл для доксициклина. Использовали 
два набора смесей: 25 калибровочных и 9 про-
верочных. Оптимизированные модели успешно 
применены для хемометрического анализа 
антибиотиков как в синтетических смесях, так 
и лекарственном препарате с открываемостью 
от 97.50% до 101.87% и относительной погреш-
ностью < 2%.

Ципрофлоксацин и орнидазол при совмест-
ном присутствии определяли методами РГК и 
ПЛС в искусственных смесях и лекарственном 
препарате ZOXAN-OZ [8]. Спектры регистриро-
вали в диапазоне длин волн от 267 до 330 нм. 
Для калибровки использовали 27 смесей и для 
валидации 9 смесей в диапазоне концентраций 
2.0–12.0 мкг/мл. Открываемость составила 102% 
и 101.6% для определяемых веществ хемометри-
ческими методами РГК и ПЛС.

Несмотря на успешные примеры реали-
зации методик спектрофотометрического 
определения антибиотиков с использованием 
хемометрической обработки данных, требуется 
расширение круга исследуемых антибиотиков 
и систематическое изучение влияния природы 
антибиотиков и степени перекрывания их УФ-
спектров на метрологические характеристики 
методик. Целью данной работы явилась оценка 
возможности спектрофотометрического опре-
деления пяти β-лактамных антибиотиков в их 
бинарных смесях с использованием метода 
проекций на латентные структуры. 

Материалы и методы
Стандартные растворы антибиотиков цефу-

роксима, цефазолина, цефтриаксона и цефотак-
сима (С = 0.01 М) готовили из стандарта (Крас-
фарма, Россия) путем растворения точной наве-
ски дистиллированной водой в мерных колбах 
вместимостью 25 мл. Раствор амоксициллина 
(С = 500 мкг/мл) – 1 таблетку (ЛП-амоксициллин, 
Биохимик, Россия) истирали в фарфоровой ступ-

ке, навеску 0.0050 г растворяли в воде в мерной 
колбе вместимостью 10 мл. Рабочие растворы 
(С = 3, 7, 10, 20, 30 мкг/мг) готовили путем 
дальнейшего разведения стандартных раство-
ров. Для отделения вспомогательных веществ 
из растворов амоксициллина при спектрофото-
метрическом исследовании использовали уль-
тразвуковую ванну «Digital Ultrasonic сleaner» 
(Китай).

Электронные спектры поглощения реги-
стрировали на спектрофотометре Shimadzu 
UV-1800 (Киото, Япония), программное обе-
спечение UV-Рrobe 2.1, в кварцевых кюветах 
(l = 10 мм). Рабочий диапазон длин волн для 
анализа растворов антибиотиков в системах 
«цефалоспорин – цефалоспорин» (Cefur-Cef, 
Ceft-Ctox, Cefur-Ctox, Ceft-Cef) составил 
220–350 нм, а для системы «цефалоспорин – 
пенициллин» – (Cefur-Amox) – 250–320 нм, шаг 
регистрации – 1 нм.

Расчет методами ПЛС-1 и ПЛС-2 проводи-
ли в надстройке Chemometrics2 для Microsoft 
Excel, предоставленной профессором А. Л. По-
меранцевым [1].

Результаты и их обсуждение
Электронные спектры поглощения иссле-

дуемых антибиотиков представлены на рис. 1. 
Спектр раствора Cef имеет широкую полосу по-
глощения с максимумом при 272 нм. Электрон-
ный спектр раствора Ceft имеет характерные 
максимумы при 240 и 271 нм. Cefur представлен 
широкой полосой поглощения с максимумом 
при 274 нм и плечом в районе 230 нм. Ctox имеет 
широкую полосу поглощения с макcимумом по-
глощения при 235 нм и плечом в районе 260 нм. 
Спектр Amox имеет характерные максимумы 
поглощения при 227 и 272 нм и плечо при 
280 нм. Таким образом, Cef, Ceft и Cefur имеют 
очень близкие максимумы в диапазоне от 271 
до 274 нм, а Ceft и Ctox имеют близкие макси-
мумы в диапазоне 235–240 нм. Спектры погло-
щения всех пяти антибиотиков пересекаются 
практически во всем исследуемом диапазоне и 
раздельное определение антибиотиков по оп-
тической плотности в максимуме поглощения 
невозможно.

Для проверки выполнения закона аддитив-
ности [9] построены градуировочные зависимо-
сти оптической плотности в максимуме погло-
щения от концентрации антибиотиков (пример 
показан на рис. 2) и рассчитаны их молярные 
коэффициенты поглощения (табл. 3).
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Рис. 1. Электронные спектры поглощения растворов индивидуальных 
антибиотиков: Cef (1); Ceft (2); Ctox (3); Cefur (4) (С = 20 мкг/мл) и 

Amox (5) (С = 73 мкг/мл)
Fig. 1. Electronic absorption spectra of solutions of individual antibio-
tics: Cef (1); Ceft (2); Ctox (3); Cefur (4) (C = 20 μg/ml) and Amox (5) 

(C = 73 μg/ml)

λ, nm

А

1 2
3

4
5

Рис. 2. Градуировочная зависимость для определения Amox 
Fig. 2. Сalibration curve for Amox detection

С, мкг/мл  / С, μg/ml

А

y = 0.002x – 0.014
R2 = 0.999

                                                                                                                                   Таблица 3 / Table 3 
Параметры спектров поглощения и градуировочных зависимостей 

исследуемых антибиотиков
Parameters of absorption spectra and calibration curves of the studied antibiotics

Антибиотик 
Antibiotic

λмакс, нм
λmax, nm ε, л × моль-1 × см-1 С, мкг/мл

C, μg/ml R2

Amox 227; 272 (6.0 ± 0.2)102 73–330 0.999

Cefur 274 (1.7 ± 0.2)104 3–0 0.995

Ctox 235 (1.7 ± 0.2)104 3–30 0.979

Ceft 240; 271 (3.1 ± 1.2)104 3–30 0.966

Cef 272 (9.1 ± 0.2)104 3–30 0.981

Е. Ф. Кетруш и др. Спектрофотометрическое определение некоторых β-лактамных антибиотиков 
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Таблица 4 / Table 4 
Концентрации антибиотиков в бинарных смесях для обучающего и проверочного* набора

Concentrations of antibiotics in binary mixtures for the training and validation* sets

Смеси: Cefur-Cef; Ceft-Ctox;Cefur-Ctox; Ceft-Cef
Mixtures: Cefur-Cef; Ceft-Ctox;Cefur-Ctox; Ceft-Cef

№ смеси
Mix No 1 2* 3 4 5 6* 7 8 9 10* 11 12c

С, мкг/мл
μg/ml

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

27 25 23 21 19 17 15 13 11 9 7 5

№ смеси
Mix No 13 14 15 16 17 18* 19 20 21 22 23 24

С, мкг/мл
μg/ml

27 3 5 7 9 10 11 13 15 17 10 15

3 17 15 13 11 10 19 7 5 3 15 10

Смесь Cefur-Amox
Cefur-Amox Mixture

№ смеси
Mix No 1 2 a,b,c 3 4 5 6a,b 7 8

С, мкг/мл
μg/ml

5 10 20 30 5 10 20 30

95 90 80 70 85 85 85 85

№ смеси
Mix No 9 10b 11c 12a 13b 14a 15c 16c

С, мкг/мл
μg/ml

5 5 5 5 20 20 20 20

140 130 120 110 140 130 120 110

Примечание. a – проверочный набор для Cefur (ПЛС-1); b – проверочный набор для Amox (ПЛС-1); с – про-
верочный набор для метода Cefur–Amox (ПЛС-2).

Note. a – validation set for Cefur (PLS-1); b – validation set for Amox (PLS-1); с – validation set for mixtures the 
Cefur–Amox method (PLS-2).

В качестве обучающего набора для по-
строения модели методом ПЛС использовали 
24 бинарных смеси «цефалоспорин – цефа-
лоспорин»: Cefur-Cef, Ceft-Ctox, Cefur-Ctox, 
Ceft-Cef в различных соотношениях (табл. 4). 
В  системе  «цефалоспорин  – амоксицил-
лин» Cef u r -A mox спектры  поглощения 
регистрировали для 16 бинарных смесей, 
содержащих различные концентрации опре-
деляемых антибиотиков (см. табл. 4). Смеси 
в проверочных наборах также характеризо-
вались различными концентрациями обоих 
компонентов [3].

Первым этапом моделирования данных с 
использованием хемометрического алгоритма 
ПЛС является выбор оптимального числа ла-
тентных переменных (LV), которое позволяет 
устранить недооценку или перeоценку модели. 
Точность многомерной градуировки принято 
характеризовать величиной RMSEC (среднеква-
дратичной ошибкой градуировки), а точность 
предсказания – величиной RMSEP (среднеква-

дратичной ошибкой прогноза). Эти параметры 
оценки точности модели связаны между собой 
и должны рассматриваться совместно, так как 
улучшение одного приводит к ухудшению дру-
гого параметра [1, 2]. 

Выбор оптимального числа латентных 
переменных проводили на основании ми-
нимального значения RMSEP, при котором, 
однако, не наблюдается резкого возрастания 
RMSEC, что определяет оптимальную слож-
ность модели. 

На рис. 3 представлены величины RMSEC 
и RMSEP при различном числе LV, а также за-
висимости «измерено – предсказано» на при-
мере реализации метода ПЛС-2 для системы 
Cefur – Сef. 

При построении проекционного простран-
ства метод ПЛС-1 учитывает значения матрицы 
Х и один отклик Y (т.е. концентрацию одного 
антибиотика), в результате получается несколько 
проекционных подпространств в отдельности 
для каждого компонента, а в методе ПЛС-2 
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Рис. 3. Зависимости RMSE от числа LV (а, в) и зависимости «измерено – предсказано» (в, г) при определении 
Cefur (а, б) и Сef (в, г) в их смеси методом ПЛС-2

Fig. 3. RMSE vs LV numbers (a, c) and “predicted – measured” dependences for the Cefur (a, b) and Cef (c, d) 
determination in their mixture using the PLS-2 method

отклики Y (концентрации обоих антибио-
тиков) рассматриваются как общее подпро-
странство [1, 2]. Основные параметры моделей 
для определения антибиотиков в смесях «цефа-
лоспорин – цефалоспорин» и «цефалоспорин – 
амоксициллин» суммированы в табл. 5. 

Как видно из данных табл. 5, зависимости 
«измерено – предсказано» имеют линейный 
вид с тангенсом наклона близким к 1 и сво-
бодным членом близким к нулю (кроме Amox); 
квадрат коэффициента аппроксимации близок 
к 1; что говорит о высоком качестве моделей. 
Можно отметить, что при использовании ме-
тода ПЛС-2 для второго компонента в смеси 
наблюдаются большие значения RMSEC и 
RMSEP, особенно в случае системы «цефало-
спорин – амоксициллин». 

Определение содержания антибиоти-
ков в проверочных смесях проводили при 
оптимальном числе LV. Для систем «цефалоспо-
рин – цефалоспорин» и «цефалоспорин – амок-
сициллин» полученные данные приведены в 
табл. 6 и на рис. 4. Видно, что наибольшая 
ошибка наблюдается при определении Amox, 
что, вероятно, связано с его низким коэффици-
ентом молярного поглощения света. 

Сравнивая результаты определения анти-
биотиков методами ПЛС-1 и ПЛС-2, можно 
вести речь о зависимости погрешности опреде-
ления не только от метода, но и концентрации 
веществ в смеси. Наибольшая погрешность 
при определении методом ПЛС-1 в системах 
«цефалоспорин – цефалоспорин» наблюдается 
в смеси Cefur–Cef (C = 5 : 25 мкг/мл), которая 
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Таблица 5 / Table 5
Параметры ПЛС моделей для систем «цефалоспорин – цефалоспорин» 

и «цефалоспорин – амоксициллин»
Parameters of PLS models for the “cephalosporin – cephalosporin” and “cephalosporin – amoxicillin” systems

Смесь
Mix

Метод
Metod

Аналит
Analyte

Число 
LV

Обучающий набор / Training set Проверочный набор / Test set

Уравнение 
Equation R2 RMSEC Уравнение 

Equation R2 RMSEP

Cefur-
Ctox

ПЛС1
Cefur 3 y = 1.00x+0.03 1.00 0.33 y = 0.99x-0.01 1.00 0.38

Ctox 5 y = 1.00x+0.01 1.00 0.11 y = 0.93x+0.72 1.00 0.71

ПЛС2
Cefur 5 y = 1.00x+0.03 1.00 0.33 y = 0.97x+0.24 1.00 0.44

Ctox 5 y = 1.00x+0.02 1.00 0.23 y = 0.94x+0.47 1.00 0.61

Cefur-
Cef

ПЛС1
Cefur 5 y = 1.00x+0.04 1.00 0.36 y = 1.03x-0.48 1.00 0.31

Cef 7 y = 1.00x+0.01 1.00 0.11 y = 1.01x-0.31 1.00 0.37

ПЛС2
Cefur 6 y = 1.00x+0.03 1.00 0.27 y = 0.99x+0.22 1.00 0.19

Cef 6 y = 1.00x+0.04 1.00 0.37 y = 0.93x+0.74 1.00 0.51

Ceft-
Ctox

ПЛС1
Ceft 2 y = 1.00x+0.06 1.00 0.43 y = 1.01x+0.07 1.00 0.16

Ctox 4 y = 1.00x+0.01 1.00 0.10 y = 1.00x+0.02 1.00 0.11

ПЛС2
Ceft 3 y = 1.00x+0.05 1.00 0.43 y = 1.00x+0.14 1.00 0.15

Ctox 5 y = 1.00x+0.01 1.00 0.12 y = 1.00x+0.01 1.00 0.97

Ceft-
Cef

ПЛС1
Ceft 3 y = 1.00x+0.01 1.00 0.09 y = 1.02x-0.11 1.00 0.22

Cef 4 y = 1.00x+0.01 1.00 0.11 y = 0.97x+0.21 1.00 0.28

ПЛС2
Ceft 5 y = 1.00x+0.01 1.00 0.08 y = 1.01x-0.01 1.00 0.21

Cef 3 y = 1.00x+0.01 1.00 0.18 y = 0.98x+0.01 1.00 0.31

Cefur-
Amox

ПЛС1
Cefur 3 y = 1.00x+0.01 1.00 0.15 y = 1.00x+0.07 1.00 0.07

Amox 2 y = 0.95x+4.66 0.95 4.73 y = 0.81x+22.11 0.87 7.83

ПЛС2
Cefur 3 y = 1.00x+0.01 1.00 0.09 y = 0.99x+0.05 1.00 0.07

Amox 3 y = 0.97x+3.74 0.97 4.19 y = 0.96x+13.32 0.92 9.57

Рис. 4. Погрешности определения антибиотиков в проверочном наборе для систем «цефалоспорин – цефалоспорин» 
методами ПЛС-1 и ПЛС-2 (цвет онлайн)

Fig. 4. Relative errors of the antibiotics determination in the validation set for the “cephalosporin – cephalosporin” systems 
using the PLS-1 and PLS-2 methods (color online)
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Таблица 6 / Table 6
Погрешности определения антибиотиков в проверочном наборе 

Errors in determining antibiotics in the validation set

Системы «цефалоспорин – цефалоспорин»
«Cephalosporin – cephalosporin» systems

Смесь
Mix

Компонент
Analyte

№ 
смеси

Mix No

Соотношение 
антибиотиков

Antibiotics ratio

Относительная погрешность, %
Relative error, %

1-й компонент
1st component

2-й компонент
2nd component

ПЛС-1
PLS-1

ПЛС-2
PLS-2

ПЛС-1
PLS-1

ПЛС-2
PLS-2

Cefur-
Ctox

1. Cefur
2. Ctox

2 5:25 4.94 5.13 6.22 5.13

6 13:17 4.93 0.45 0.53 0.45

10 21:9 2.14 3.98 2.13 3.98

18 10:10 1.93 2.74 2.51 2.74

Cefur-
Cef

1. Cefur
2. Cef

2 5:25 5.23 5.98 2.61 3.67

6 13:17 2.35 1.83 1.68 1.84

10 21:9 0.81 0.07 1.57 2.99

18 10:10 4.46 2.20 2.82 0.79

Ceft-
Ctox

1. Ceft
2. Ctox

2 5:25 2.81 1.01 0.63 0.53

6 13:17 0.85 1.61 0.79 0.83

10 21:9 1.60 0.44 0.75 0.82

18 10:10 1.62 1.51 0.45 0.34

Ceft-
Cef

1. Ceft
2. Cef

2 5:25 2.93 0.53 2.35 2.25

6 13:17 1.55 1.81 0.78 1.87

10 21:9 1.46 1.45 1.19 1.11

18 10:10 2.61 2.47 0.90 1.31

Система «цефалоспорин – амоксициллин»
«Cephalosporin – amoxicillin» system

Метод
Metod

ПЛС-1
PLS-1

ПЛС-2
PLS-2

Компонент
Analyte № 

Соотношение 
антибиотиков

Antibiotics ratio

Относитель-
ная погреш-
ность, %
Relative 
error, %

№ 
Соотноше-

ние
Ratio

Относитель-
ная погреш-
ность, %
Relative 
error, %

1. Cefur

2 10:90 1.04 2 10:90 0.70

6 10:85 0.96 11 5:120 1.17

12 5:110 0.24 15 20:120 0.47

14 20:130 0.13 16 20:110 0.22

2. Amox

2 10:90 14.69 2 10:90 8.67

6 10:85 5.61 11 5:120 4.34

10 5:130 2.59 15 20:120 6.65

13 20:140 5.50 16 20:110 13.32
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составила для цефуроксима – 5.23% и цефо-
токсима – 6.22%. Погрешность определения в 
остальных случаях не превышает 5%. Метод 
ПЛС-2 показывает результаты незначительно 
хуже в сравнении с ПЛС-1. Так, цефуроксим 
определяется с погрешностями 5.13; и 5.98% в 
смесях Cefur:Ctox и Cefur:Cef (С = 5 : 25 мкг/мл).

В системе «цефалоспорин – амоксицил-
лин» погрешность определения Cefur методом 
ПЛС-1 не превышает 1.5%, Amox – 14.69%. 
Метод ПЛС-2 показывает погрешность опре-
деления не более 1.17 для Cefur, тогда как для 
Amox – 13.3%.

Заключение
Показана возможность раздельного спек-

трофотометрического определения антибио-
тиков цефалоспоринового и пенициллинового 
рядов в их смесях проекционными методами 
ПЛС-1 и ПЛС-2. Оценены среднеквадратичные 
ошибки калибровки и прогноза, на основании 
которых подобрано оптимальное число латент-
ных переменных для каждой системы и метода. 
Установлено, что все исследованные модели 
дают высокие значения квадрата коэффициента 
аппроксимации и тангенсы угла наклона за-
висимостей «измерено – предсказано» близкие 
к единице, что позволяет рекомендовать эти 
методы для практического использования. 
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5-(1-Арил-3-оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-
диоксан-4,6-дионы: синтез и реакции с N-нуклеофилами
Д. М. Мухомодьярова , Д. Н. Ибрагимова 

Саратовский национальный исследовательский государственный университет имени Н. Г. Чернышевского, Россия, 410012, г. Саратов, 
ул. Астраханская, д. 83

Мухомодьярова Динара Маратовна, студент Института химии, dina2002@list.ru, https://orcid.org/0009-0005-3331-5476
Ибрагимова Диана Нуржановна, кандидат химических наук, доцент кафедры органической и биоорганической химии Института хи-
мии, kumargalieva.diana@yandex.ru, https://orcid.org/0000-0001-8196-7587

Аннотация. 2,2-Диметил-1,3-диоксан-4,6-дион (кислота Мельдрума, изопропилиденмалонат) благодаря структурным особенностям 
широко используется химиками-синтетиками. Двойственный характер реакционной способности кислоты Мельдрума (как электро-
фильного, так и/или нуклеофильного реагента) обусловливает синтетическую ценность при построении новых гетероциклических си-
стем с практически значимыми свойствами. В ряду соединений, содержа щих в своей структуре 2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-дионовый 
фрагмент, выявлен широкий спектр биологической активности. Анализ периодической печати свидетельствует о крайне малом объеме 
литературы по получению и химическим свойствам 5-(1-арил-3-оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-дионов, что явля-
ется значительным упущением. Представлялось интересным получение 1,5-дикарбонильных соединений на основе кислоты Мель-
друма как удобных субстратов дальнейших нуклеофильных превращений в системы, обладающие биологической активностью. Нами 
впервые проведена реакция 2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-диона с 3-арил-1-фенилпроп-2-ен-1-онами при перемешивании в среде 
этилового спирта в присутствии каталитического количества L-пролина, в результате которой получены соответствующие 5-(1-арил-
3-оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-дионы. Введение 5-(1-(4-метоксифенил)-3-оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-
1,3-диоксан-4,6-диона в реакцию с N-нуклеофилами (солянокислым гидроксиламином, мочевиной, тиомочевиной и солянокислым 
семикарбазидом) привело к образованию продуктов нуклеофильной атаки карбонильной группы ациклического фрагмента субстрата. 
Состав и строение полученных соединений установлены на основании данных элементного анализа и ЯМР 1Н, 13С спектроскопии, гете-
роядерной корреляции HSQC.
Ключевые слова: кислота Мельдрума, диметилдиоксандион, изопропилиденмалонат, 1,5-дикарбонильные соединения, N-нуклеофил, 
спектроскопия
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Abstract. 2,2-Dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione (Meldrum acid, isopropylidenmalonate) is widely used by synthetic chemists due to its structural 
features. The dual nature of the reactivity of Meldrum acid (both electrophilic and/or nucleophilic reagent) determines the synthetic value in 
the construction of new heterocyclic systems with practically signifi cant properties. A wide range of biological activity has been revealed in a 
number of compounds containing a 2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione fragment in their structure. Analysis of periodicals indicates an ex-
tremely small volume of literature on the preparation and chemical properties of 5-(1-aryl-3-oxo-3-phenylpropyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-
diones, which is a signifi cant omission. It has seemed interesting to obtain 1,5-dicarbonyl compounds based on Meldrum acid as convenient 
substrates for further nucleophilic transformations into systems with biological activity. For the fi rst time, we have carried out the reaction of 
2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione with 3-aryl-1-phenylprop-2-en-1-ones by stirring in an ethyl alcohol medium in the presence of a catalytic 
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Введение
Согласно литер атурным данным соедине-

ния, включающие в свою структуру 2,2-диметил-
1,3-диоксан-4,6-дионовый фрагмент, обладают 
антиоксидантной [1, 2], противомалярийной 
[3], антибактериальной [4–7] активностями, а 
также могут служить ингибиторами агрегации 
тромбоцитов [8].

1,5-Дикарбонильные соединения на основе 
кислоты Мельдрума и α,β-непредельных аро-
матических кетонов представляют большой 
интерес с точки зрения их функционализации 
и возможной дальнейшей гетероциклизации 
за счет взаимодействия 1,5-диоксофрагмента с 
различными азануклеофильными реагентами, 
приводящего к системам с потенциально высо-
кой биологической активностью.

В связи с вышесказанным целью настоя-
щей работы явился синтез 5-(1-арил-3-оксо-
3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-
4,6-дионов, а также исследование поведения 
5-(1-(4-метоксифенил)-3-оксо-3-фенилпропил)-
2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-диона в реакциях 
с моно- и биазануклеофильными реагентами.

Материалы и методы
Элементный  анализ  осуществлен  на 

CHNS анализаторе Elementar Vario Micro cube 
(Elementar Analysensysteme GmbH, Германия). 
Спектры ЯМР 1Н (400 МГц), 13С (100 МГц), 
HSQC 1H/13C регистрировались на спектро-
метре Varian 400 (Varian (Agilent), США) в 
СDСl3 и С3D6O, внутренний стандарт – ТМС. 
Ход реакции контролировали методом ТСХ на 
пластинках Alugram® Sil G UV254 (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Германия), элюент –
гексан:этилацетат : хлороформ (3:2:1), про-
являли в УФ.

Методика синтеза 5-(1-арил-3-оксо-3-
фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-
дионов (5–7)

В конической колбе растворяют 0,69 ммоль 
2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-диона (1) в 15 мл 
этилового спирта, при перемешивании до-
бавляют 0,43 ммоль L-пролина и через 10 мин 
0,69 ммоль 3-арил-1-фенилпроп-2-ен-1-она 
(2–4). Реакционную смесь перемешивают при 
комнатной температуре. По окончании реакции 
продукт отфильтровывают и сушат на воздухе 
и в эксикаторе. 

5-(1-(4-Бромфенил)-3-оксо-3-фенилпропил)-
2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-дион (5)

Выход 75%, Тпл. = 114–115°С. Спектр ЯМР 
1Н, δ, м. д. (СDСl3): 1.51 (с., 3Н, CH3), 1.71 (с., 3Н, 
CH3), 3.55–3.62 (д.д., 1H, СН2), 4.19–4.26 (д.д., 
1H, СН2), 4.35 (д., 1H, CНметин), 4.44–4.47 (м., 
1Н, CНметин), 7.34 (д., 2Н, СНаром), 7.42–7.51 м.д. 
(м., 4Н, СНаром), 7.58 (т., 1Н, СНаром), 7.98 (д., 2Н, 
СНаром). Спектр ЯМР 13С, δ, м. д. (СDСl3): 27.58 
(CH3), 28.14 (CH3), 38.95 (CНметин), 40.58 (CH2), 
49.20 (C5), 105.22 (С2), 121.76–138.89 (Ar), 164.85 
(C=O), 165.19 (C=O), 198.80 (C=O). С21Н19BrO5. 
Найдено, %: С 58.62; Н 4.61. Вычислено, %: 
С 58.48; Н 4.44. 

5-(1-(4-Хлорфенил)-3-оксо-3-фенилпропил)-
2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-дион (6)

Выход 74%, Тпл. = 121–122°С. Спектр ЯМР 
1Н, δ, м. д. (СDСl3): 1.50 (с., 3Н, CH3), 1.71 (с., 3Н, 
CH3), 3.55–3.62 (д.д., 1H, СН2), 4.20–4.27 (д.д., 
1H, СН2), 4.35 (д., 1H, CНметин), 4.46–4.50 (м., 1Н, 
CНметин), 7.38–7.61 (м., 7Н, СНаром), 7.97 (д., 2Н, 
СНаром). Спектр ЯМР 13С, δ, м. д. (СDСl3): 27.59 
(CH3), 28.12 (CH3), 38.95 (CНметин), 40.59 (CH2), 
49.20 (C5), 105.22 (С2), 128.69–136.98 (Ar), 164.84 
(C=O), 165.19 (C=O), 198.81 (C=O). С21Н19ClO5. 
Найдено, %: С 65.54; Н 5.13. Вычислено, %: 
С 65.20; Н 4.95.

5-(1-(4-Метоксифенил)-3-оксо-3-фенил-
пропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-дион (7)

Выход 72%, Тпл. = 116–117°С. Спектр ЯМР 
1Н, δ, м. д. (С3D6O): 1.41 (с., 3Н, CH3), 1.75 (с., 
3Н, CH3), 3.75 (c., 3H, ОCH3), 3.81–3.87 (д.д., 1H, 
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amount of L-proline, which resulted in the corresponding 5-(1-aryl-3-oxo-3-phenylpropyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-diones. The introduc-
tion of 5-(1-(4-methoxyphenyl)-3-oxo-3-phenylpropyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione in reaction with N-nucleophiles (hydroxylamine 
hydrochloride, urea, thiourea and semicarbazide hydrochloride) has led to the formation of nucleophilic attack products of the carbonyl group 
of the acyclic fragment the substrate. The composition and structure of the obtained compounds have been established on the basis of elemental 
analysis and NMR 1H, 13C spectroscopy, heteronuclear correlation of HSQC.
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СН2), 4.01–4.07 (д.д., 1H, СН2), 4.48–4.52 (м., 2Н, 
CНметин), 6.84 (д., 2Н, СНаром, 8 Гц), 7.34 (д., 2Н, 
СНаром), 7.52 (т., 2Н, СНаром), 7.63 (т., 1Н, СНаром), 
8.04 (д., 2Н, СНаром). Спектр ЯМР 13С, δ, м. д. 
(С3D6O): 26.60 (CH3), 27.51 (CH3), 38.61 (CНметин), 
41.00 (CH2), 50.21 (C5), 54.55 (OCH3), 104.90 (С2), 
130.11–137.10 (Ar), 165.19 (C=O), 165.27 (C=O), 
198.08 (C=O). С22Н22O6. Найдено, %: С 70.01; Н 
5 .84. Вычислено, %: С 69.10; Н 5.80. 

Взаимодействие 5-(1-(4-метоксифенил)-3-
оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-
4,6-диона с N-нуклео фильными реагентами

В конической колбе растворяют 0,26 ммоль 
5-(1-(4-метоксифенил)-3-оксо-3-фенилпропил)-
2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-диона (7) в 15 мл 
растворителя, при перемешивании добавляют 
0,26 ммоль соответствующего N-нуклео филь-
ного реагента. Реакционную смесь перемеши-
вают при комнатной температуре. По окончании 
реакции смесь упаривают на воздухе, промы-
вают водой, фильтруют и сушат на  воздухе и 
в эксикаторе.

5-(3-(Гидроксиимино)-1-(4-метоксифенил)-
3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-
дион (12)

Реагент – солянокислый гидроксиламин, 
растворитель – этиловый спирт. Выход 58%, 
Тпл. = 86–88 °С. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. 
(С3D6O): 1.41 (с., 3Н, CH3), 1.76 (с., 3Н, CH3), 
3.46–3.54 (д.д., 1H, СН2), 3.62–3.68 (д.д., 1H, 
СН2), 3.71 (c., 3H, ОCH3), 3.90 (д., 1Н, CНметин), 
4.08–4.14 (т., 1Н, CНметин), 7.33 (c., 1H, ОН), 
6.77–7.94 (9Н, СНаром). Спектр ЯМР 13С, δ, м. д. 
(С3D6O): 26.85 (CH3), 27.12 (CH3), 40.16 (CНметин), 
42.67 (CH2), 54.43 (OCH3), 57.12 (C5), 105.83 (С2), 
113.33–158.50 (Ar), 155.66 (C=N), 168.51 (C=O), 
169.32 (C=O). С22Н23NO6. Найдено, %: С 65.98; 
Н 5.80; N 3.13. Вычислено, %: С 66.49; Н 5.83; 
N 3.52.

1-(3-(2,2-Диметил-4,6-диоксо-1,3-диоксан-
5-ил)-3-(4-метоксифенил)-1-фенилпропилиден)
мочевина (13)

Реагент – мочевина, растворитель – ук-
сусная кислота. Выход 54%, Тпл. = 130–131°С. 
Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. (С3D6O): 1.40 (с., 3Н, 
CH3), 1.75 (с., 3Н, CH3), 3.43–3.50 (д.д., 1H, СН2), 
3.62–3.69 (д.д., 1H, СН2), 3.71 (c., 3H, ОCH3), 3.88 
(д., 1Н, CНметин), 4.09–4.13 (м., 1Н, CНметин), 
5.37 (с., 2H, NH2), 6.76–7.95 (9Н, СНаром). Спектр 

ЯМР 13С, δ, м. д. (С3D6O): 26.90 (CH3), 27.14 
(CH3), 40.15 (CНметин), 42.66 (CH2), 54.42 (OCH3), 
57.12 (C5), 104.70 (С2), 113.32–158.50 (Ar), 168.90 
(C=N), 146.76 (C=O), 168.48 (C=O), 169.31 (C=O). 
С23Н24N2O6. Найдено, %: С 64.81; Н 5.62; N 6.28. 
Вычислено, %: С 65.08; Н 5.70; N 6.60.

1-(3-(2,2-Диметил-4,6-диоксо-1,3-диоксан-
5-ил)-3-(4-метоксифенил)-1-фен илпропилиден)
тиомочевина (14) 

Реагент – тиомочевина, растворитель – ук-
сусная кислота. Выход 58%, Тпл. = 141–142°С. 
Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. (С3D6O): 1.42 (с., 3Н, 
CH3), 1.76 (с., 3Н, CH3), 3.48–3.53 (д.д., 1H, СН2), 
3.62–3.69 (д.д., 1H, СН2), 3.71 (c., 3H, ОCH3), 
3.89 (д., 1Н, CНметин), 4.08–4.13 (м., 1Н, CНметин), 
5.82 (с., 2H, NH2), 6.76–7.95 (9Н, СНаром). 
Спектр ЯМР 13С, δ, м. д. (С3D6O): 26.91 (CH3), 
27.41 (CH3), 40.17 (CНметин), 42.66 (CH2), 
54.41 (OCH3), 57.08 (C5), 104.71 (С2), 113.32–
158.49 (Ar), 168.08 (C=N), 168.57 (C=O), 
169.39 (C=O), 194.41 (C=S). С23Н24N2O5S. Най-
дено, %: С 63.26; Н 5.96; N 6.52. Вычислено, %: 
С 62.71; Н 5.49; N 6.36.

2-(3-(2,2-Диметил-4,6-диоксо-1,3-диоксан-
5-ил)-3-(4-метоксифенил)-1-фенилпропилиден)
гидразинкарбоксамид (15) 

Реагент – солянокислый семикарбазид, 
растворитель – этиловый спирт. Выход 70%, 
Тпл. = 128–129°С. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. 
(СDСl3): 1.38 (с., 3Н, CH3), 1.68 (с., 3Н, CH3), 
3.53–3.59 (д.д., 1H, СН2), 4.17–4.28 (д.д., 1H, 
СН2), 3.78 (c., 3H, ОCH3), 4.31 (д., 1 H, C5Hметин), 
4.39–4.46 (м., 1Н, CНметин), 6.83–8.01 (9Н, 
СНаром), 7.20 (с., 2H, NH2), 9.17 (с., 1H, NH). 
Спектр ЯМР 13С, δ, м. д. (СDСl3): 27.87 (CH3), 
28.17 (CH3), 39.19 (CНметин), 40.99 (CH2), 49.46 
(C5), 55.23 (OCH3), 105.14 (С2), 114.04–159.00 (Ar), 
176.24 (C=N), 165.16 (C=O), 165.52 (C=O), 173.52 
(C=O). С23Н25N3O6. Найдено, %: С 62.41; Н  5.38; 
N 9.12. Вычислено, %: С 62.86; Н 5.73; N 9.56.

Результаты и их обсуждение
Нами впервые осуществлено взаимодей-

ствие 2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-диона (1) с 
3-арил-1-фенилпроп-2-ен-1-онами (2–4) при 
перемешивании в этаноле в присутствии ка-
тализатора L-пролина, в результате которого 
получены соответствующие 5-(1-арил-3-оксо-
3-фенилпропил)- 2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-
дионы (5–7):
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В процессе реакции, вероятно, происходит 
депротонирование изопропилиденмалоната (1) 
и взаимодействие L-пролина с халконом (2–4) 
с образованием реакционноспособного имини-
евого интермедиата 2a–4a. Реакция последнего 

в качестве акцептора с карбанионом 1a приво-
дит к енамину 2b–4b, при гидролизе которого 
высвобождается молекула катализатора, вклю-
чающаяся в следующий каталитический цикл, 
и формируются продукты 5–7:

В сильнопольной области ЯМР 1Н спектра 
соединения 5 наблюдаются два синглета при 
1.51 и 1.71 м.д. метильных групп кольца кисло-
ты Мельдрума. Протоны СН2-группы найдены 
в виде двух дублетов дублетов. Метиновым 
звеньям диоксандионового и ациклического 
фрагмента молекулы данного продукта отвечают 
соответственно дублет при 4.36 м.д. и мульти-
плет в области 4.44–4.47 м.д.

Предложенное строение 5-(1-(4-бромфенил)-
3-оксо -3-фенилпропил) -2,2-диметил-1,3-
диоксан-4,6-диона (5) также согласуется со 
спектральными данными ЯМР 13С.

Спектральная картина продукта 6 анало-
гична вышепредставленной для соединения 5.

В ЯМР 1Н спектре 5-(1-(4-метоксифенил)-3-
оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-
4,6-диона (7) помимо вышеописанных сигналов 
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наблюдается также синглет протонов меток-
сигруппы при 3.75 м.д. Сигналы метиновых 
звеньев сливаются в мультиплет в области 
4.48–4.52 м.д. с интегральной интенсивностью в 
два протона и идентифицированы в HSQC спек-
тре отдельными кросс-пиками при 4.50/38.60 
м.д. и 4.50/50.20 м.д.

Анализ литературных данных по исследо-
ванию взаимодействия несимметричных 1,5-ди-
карбонильных соединений на основе кислоты 
Мельдрума с азануклеофильными реагентами 
показал, что нуклеофильное присоединение 

осуществляется по карбонильной функции 
ациклического фрагмента субстрата с сохра-
нением диоксандионового цикла в структуре 
продуктов реакции.

Так, при перемешивании 5-(1-(4-метокси-
фенил)-3-оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-
1,3-диоксан-4,6-диона (7) с солянокислым 
гидроксиламином в этаноле при комнат-
ной температуре происходит образование 
6-(гидроксиимино)-5-(1-(4-метоксифенил)-3-
оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-
4-она (12) с выходом 58%:

В ЯМР 1Н спектре соединения 12 наблю-
даются сигналы двух метильных групп при 
1.41 м.д. и 1.76 м.д., свидетельствующие о 
сохранении в структуре продукта кольца кис-
лоты Мельдрума. Присутствие в спектре двух 
дублетов дублетов в области 3.46–3.68 м.д. 
метиленовой группы, дублета при 3.90 м.д. и 
мультиплета в интервале 4.08–4.14 м.д. метино-
вых групп исключают возможность протекания 
внутримолекулярной N-гетероциклизации. В 
слабопольной области спектра помимо сигналов 
ароматических протонов в области 6.76–7.95 
м.д. обнаружен синглет протона OH-группы 
оксимного фрагмента при 7.33 м.д.

В ЯМР 13С спектре наблюдается исчезно-
вение сигнала карбонильной группы ацикли-
ческого фрагмента, а также зарегистрированы 
сигналы при 168.51 м.д. и 169.32 м.д. не участво-
вавших в реакции С=О групп диоксандионового 
цикла продукта 12. Сигнал углерода C=N груп-
пы обнаружен при 155.66 м.д.

При проведении реакции с биазануклео-
фильными реагентами – мочевиной (9) и тиомо-
чевиной (10) в ледяной уксусной кислоте полу-

чены 1-(3-(2,2-диметил-4,6-диоксо-1,3-диоксан-
5-ил)-3-(4-метокси-фенил)-1-фенилпропилиден)
мочевина (13) и ее тиоаналог 14.

ЯМР 1Н спектры продуктов 13 и 14 анало-
гичны спектру соединения 12, за исключением 
отсутствия сигнала протона оксимного гидрок-
сила и появлением сигналов первичных амино-
групп при 5.37 м.д. и 5.82 м.д. соответственно. 
Также в ЯМР 13С спектре зарегистрированы 
сигналы С=О группы при 146.76 м.д. и C=S 
группы при 194.41 м.д., характерные для (тио)
карбамидного фрагмента продуктов.

Взаимодействие 5-(1-(4-метоксифенил)-3-
оксо-3-фенилпропил)-2,2-диметил-1,3-диоксан-
4,6-диона (7) с солянокислым семикарбазидом 
в этаноле также привело к получению про-
дукта нуклеофильной атаки карбонильной 
группы нециклического фрагмента молекулы 
субстрата - 2-(5-(1-(4-метоксифенил)-3-оксо-3-
фенилпропил)-2,2-диметил-6-оксо-1,3-диоксан-
4-илиден)гидразинкарбоксамида (15) с 70% 
выходом. 

Отличительной особенностью спектраль-
ных данных полученного соединения 15 в 

8–11

12–15
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сравнении с вышеупомянутыми сигналами про-
дуктов 12–14 является наличие в слабопольной 
области ЯМР 1Н спектра синглетов протона NH-
группы при 9.17 м.д. и протонов NH2-группы 
при 7.20 м.д. В ЯМР 13С спектре сигнал карбо-
нильной функции гидразинкарбоксамидного 
фрагмента обнаружен при 173.52 м.д. 

Состав и строение всех полученных соеди-
нений установлены на основании данных эле-
ментного анализа, ЯМР 1Н и 13С спектроскопии, 
гетероядерной корреляции HSQC. 

Заключение
Таким образом, нами осуществлен синтез 

ранее неизвестных несимметричных 1,5-ди-
карбонильных соединений на основе кислоты 
Мельдрума с использованием органокатали-
затора L-пролина. Также изучено поведение 
5-(1-(4-метоксифенил)-3-оксо-3-фенилпропил)-
2,2-диметил-1,3-диоксан-4,6-диона в реакциях 
с моно- и биазануклеофильными реагентами. 
Показано, что независимо от природы нукле-
офила атака осуществляется по карбонильной 
функции ациклического фрагмента субстрата. 
Все полученные соединения потенциально 
обладают биологической активностью и пред-
ставляют интерес для дальнейших исследо-
ваний.
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L- и D-аспарагината хитозана
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Аннотация. В работе использовали хитозан (CS) со средневязкостной молекулярной массой 200 кДа и степенью деацетилирова-
ния 82 мольн.% производства ЗАО «Биопрогресс» (РФ). Получены водные растворы энантиомерных солевых комплексов CS с L- и 
D-аспарагиновой кислотой (AspA) при эквимольном соотношении CS:AspA, считая на аминогруппы. Порошки солей CS·L-(D-)AspA вы-
деляли из соответствующих растворов упариванием воды и хранили в эксикаторе при нулевой влажности. Установлено, что в таких 
условиях образуется водорастворимая солевая форма полимера с пластинчатыми светло-бежевыми частицами размером 0.05–1.0 мм. 
Методами элементного анализа, ИК- и ЯМР-спектроскопии, рентгеновской дифрактометрии проведена оценка химического взаимо-
действия CS с L-(D-)AspA в водном растворе и конденсированном состоянии, исследованы химическая структура и надмолекулярное 
упорядочение энантиомерных солей. Установлено, что по классификации Ogawa K. с соавторами формульная единица CS·L-(D-)AspA 
соответствует негидратированным солям I типа, в которых молекулы воды заменены на анионы кислоты. ИК-спектроскопия подтвер-
дила донорно-акцепторное взаимодействие полимер–кислота и выявила развитую систему меж- и внутримолекулярных контактов. 
Одно- и двумерная ЯМР-спектроскопия показала взаимодействие пар атомных ядер между H3–H6 полимера и 2Hβ или Hα кислоты, H1 
или H2 и Hα, H1 и H3–H6, обусловленное пространственной близостью протонов в повторяющихся мономерных единицах, удалённых по 
цепи «изгибных» сегментах цепей и соседних макромолекулах. Для CS·L-AspA выявлены дополнительные резонансы между H2 и H3–H6 
полимера, для CS·D-AspA – H1 или H2. Рентгеновская дифрактометрия обнаружила высокоупорядоченную ориентацию макроцепей и не 
типичную для солей CS высокую степень кристалличности. Солевой комплекс CS·D-AspA, в отличие от CS·L-AspA, характеризуется мень-
шим количеством кристаллизационной воды, более упорядоченной надмолекулярной структурой и более развитой системой меж- и 
внутримолекулярных контактов.
Ключевые слова: хитозан, L- и D-аспарагиновая кислота, солевые комплексы, взаимодействие, элементный анализ, ИК- и ЯМР-
спектроскопия, рентгеновская дифрактометрия
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Abstract. Chitosan (CS) with a viscosity-average molecular weight of 200 kDa and a deacetylation degree of 82 mol%, produced by Bioprogress 
Ltd. (RF) has been used in this work. Aqueous solutions of enantiomeric salt complexes of CS with L- and D-aspartic acid (AspA) have been obtained 
at an equimolar CS:AspA ratio, in terms of amino groups. Powders of CS·L-(D-) AspA salts have been isolated from the corresponding solutions 
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by evaporation of water and stored in a desiccator at zero humidity. It has been established that under such conditions a water-soluble salt 
form of the polymer with lamellar light beige particles 0.05–1.0 mm in size is formed. Using the methods of elemental analysis, IR and NMR 
spectroscopy, and X-ray diff ractometry, the chemical interaction of CS with L-(D-)AspA in aqueous solution and condensed state has been 
evaluated, and the chemical structure and supramolecular ordering of these enantiomeric salts have been studied. It has been established 
that, according to the classifi cation of K. Ogawa et al., the formula unit CS·L-(D-)AspA corresponds to non-hydrated salts of type I, in which 
water molecules are replaced by acid anions. IR spectroscopy confi rmed the donor--acceptor polymer–acid interaction and revealed a 
developed system of intermolecular and intramolecular contacts. One- and two-dimensional NMR spectroscopy showed the interaction of 
pairs of atomic nuclei between H3–H6 of the polymer and 2Hβ or Hα of the acid, H1 or H2 and Hα, H1 and H3–H6, due to the spatial proximity 
of protons in repeating monomer units, in the “bend” chain segments removed along the chain, and in neighboring macromolecules. For 
CS·L-AspA, additional resonances have been identifi ed between H2 and H3–H6 of the polymer, for CS·D-AspA these have been between H1 or 
H2. X-ray diff ractometry has revealed a highly ordered orientation of macrochains and a high crystallinity degree, untypical for CS salts. The 
salt complex CS·D-AspA, in contrast to CS·L-AspA, is characterized by a smaller amount of crystallization water, a more ordered supramolecular 
structure, and a more developed system of intermolecular and intramolecular contacts.
Keywords: chitosan, L- and D-aspartic acid, salt complexes, interaction, elemental analysis, IR and NMR spectroscopy, X-ray diff ractometry
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Введение
Солевые формы (CS) с органическими и неор-

ганическими кислотами вследствие проявления 
антиоксидантной, биоцидной, противовирусной, 
иммуномодулирующей, ранозаживляющей и др. 
активности, весьма перспективны в разработке 
новых фармацевтических препаратов и вакцин, 
средств доставки лекарств, биотрансплантатов 
и медицинских шовных материалов, а также в 
ветеринарии, косметологии, лечебном питании, 
производстве БАДов [1, 2]. Многочисленные ис-
следования показали, что биологическая актив-
ность солей CS определяется, в первую очередь, 
их катионной природой. Например, электроста-
тическое взаимодействие протонированных ами-
ногрупп макроцепи с анионными компонентами 
поверхностных структур клеточных мембран об-
условливает дестабилизацию клеточной стенки и 
в конечном итоге приводит к гибели патогена [3, 
4]. Катионная плотность заряда макромолекул CS 
и, соответственно, электростатический эффект 
во многом определяются природой кислоты, ис-
пользуемой для формирования солей [2].

Кроме того, природа кислоты оказывает 
значимое влияние на конформационные харак-
теристики и структуру солевой формы CS. Так, 
японская научная группа классифицировала 
соли хитозана на несколько типов кристалли-
ческих структур, отличающихся конформацией 
макроцепей, количеством кристаллизационной 
воды, структурно-полиморфной модификацией 
и кинетической стабильностью [5]. Соли I типа 
представляют собой безводные кристаллы, в 
которых молекулы CS принимают форму уд-

линенной двойной спирали 2/1 (аналогичной 
конформации хитина или целлюлозы), стабили-
зированной внутримолекулярной водородной 
связью O3 ‒ O5′. Соли II типа образуют гидрати-
рованный кристалл, вследствие чего основной 
вклад в кристаллическую структуру вносят 
скелетные цепи CS с присутствующими между 
ними молекулами воды. Молекула CS принимает 
при этом релаксированную двойную спираль 2/1, 
состоящую из асимметричных звеньев тетраса-
харида. В более поздней работе была установлена 
конформация вытянутой восьмикратной спирали 
8/5 или 8/3 [6]. При формировании солей II типа 
при низкой температуре молекула CS формирует 
форму спирали 4/1 с асимметричными звеньями 
дисахарида. В обоих случаях конформация цепей 
неустойчивая, поскольку не образуется сильной 
внутримолекулярной Н-связи, такой как в типе 
I, но возможна стабилизация спирали анионами. 
Особенностью солевой формы II типа является 
спонтанная дегидратация, включающая и уда-
ление кислоты, с необратимым превращением 
в высококристаллическую полиморфную мо-
дификацию CS с системой Н-связей как в типе 
I [6]. В солях III типа конформация макроцепей 
CS представлена пятикратной спиралью (5/3) с 
асимметричным звеном глюкозамина [7].

В последние годы для получения солевой 
формы CS все чаще стали использовать био-
логически активные карбоновые кислоты и 
аминокислоты [8‒10]. В данном случае природа 
кислоты-растворителя оказывает значимое вли-
яние не только на физико-химические свойства 
материалов, но и расширяет спектр их медико-
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биологических свойств [10‒12]. Предполагается, 
что в таких солевых комплексах реализуются 
не только меж- и внутримолекулярные водо-
родные связи и классические кулоновские вза-
имодействия, но и специфические кулоновские 
координации в виде ионных ассоциаций, а также 
гидрофобные и ион-дипольные контакты [13, 
14]. При этом конкуренция кулоновского оттал-
кивания одноименно заряженных мономерных 
звеньев и притяжения между «нейтрализован-
ными» сегментами полимерных цепей влияет на 
пространственную упаковку макромолекул и их 
надмолекулярную ориентацию [14].

Аминокислоты и большинство биологиче-
ски активных карбоновых кислот хиральны и 
имеют стереоантиподы, различающиеся про-
странственным строением и биологической 
функциональностью, что отражается и на свой-
ствах их солей с CS. Так, L-молочная кислота об-
ладает меньшим термодинамическим сродством 
к CS, чем её D-изомер, а L- и D-лактаты CS раз-
личаются температурой формирования солевых 
форм I (безводный кристалл) и II типа (гидрати-
рованный кристалл) [15]. L- и D-аскорбаты CS 
отличаются размером макроклубков и их надмо-
лекулярным упорядочением, хирооптическими 
свойствами, антибактериальной, пролифериру-
ющей, противовоспалительной и ранозаживляю-

щей активностью [16‒19]. При этом наибольшую 
эффективность проявляют соли CS не с фармако-
логически активной L-аспарагиновой кислотой, 
а с ее D-диастереомером.

Особый интерес представляют солевые фор-
мы CS с энантиомерами AspA. L-AspA является 
заменимой протеиногенной аминокислотой. Вы-
полняет функцию нейромедиатора, участвует 
в переаминировании, биосинтезе мочевины, 
пиримидиновых оснований, в цикле лимонной 
кислоты (Кребса) и др., проявляет антимикроб-
ную активность [20, 21]. D-AspA обнаружена в 
составе белков хрусталика глаза при катаракте, 
в головном мозге при болезни Альцгеймера, в 
стенке аорты при атеросклерозе, в дентине зубов 
человека при физиологическом взрослении [22]. 
Предполагается, что D-AspA образуется при 
спонтанной рацемизации L-AspA в структуре 
полипептидов в процессе старения и выполняет в 
организме специфические функции эндокринной 
регуляции. 

Молекулы AspA содержат две кислотные 
СООН-группы и основную NH2-группу, име-
ющую противоположную пространственную 
конфигурацию в случае энантиомерных форм 
этого вещества (рис. 1, а, б). Вследствие стерео-
конфигурационных различий энантиомеры AspA 
характеризуются одинаковым по модулю, но 

Рис. 1. Структурные формулы энантиомеров L-AspA (а), D-AspA (б) и структуры ионов AspA 
при разном значении рН (в)

Fig. 1. Structural formulae of enantiomers L-AspA (a), D-AspA (b) and the structure of AspA ions 
at several pH values (c)

/  /b а /a б/b

в/с
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противоположным по знаку удельным оптиче-
ским вращением: +25.5 град для L-AspA и ‒25.5 
град для D-AspA (25°С, 589 нм, 5% в 5 М HCl). 
Обе кислоты имеют невысокую растворимость 
в воде [23]. В водной среде в зависимости от рН 
молекулы AspA существуют в различных про-
порциях катионов, диполярных ионов, анионов и 
дианионов (см. рис. 1, в) [24, 25]. В твердой фазе 
AspA находится, преимущественно, в цвиттер-
ионной форме [26]. ИК-спектры индивидуальных 
L- и D-энантиомеров AspA не различимы [21]. 
Различия в частотах полос поглощения струк-
турных фрагментов наблюдаются лишь для 
рацемических смесей L-AspA + D-AspA.

Ранее нами было показано, что водные рас-
творы AspA могут выступать в качестве биосов-
местимой среды для растворения CS [27]. Форми-
рование аспарагиновокислого CS протекает при 
рН 3.5–3.8 и минимальном стехиометрическом 
отношении [AspA]/[−NH2] ~ 0.43 [28]. В растворе 
макромолекулы полисоли проявляют свойства 
полиэлектролита с частично компенсированным 
зарядом [28, 29] и образуют левозакрученную 
спиральную вторичную структуру [30]. Порошок 
CS·AspA, выделенный из соответствующего рас-
твора, имеет форму пластинчатых микрочастиц с 
фрактальным упорядочением [31]. Установлено, 
что соли CS·L-AspА и CS·D-AspА нетоксичны, 
гемо- и биосовместимы, проявляют высокую 
ростостимулирующую активность в отноше-
нии тест-растений с наилучшим эффектом для 
солевого комплекса с D-антиподом AspА [32]. 
Вероятно, что подобное проявление биологи-
ческой активности обусловлено различиями в 
пространственном упорядочении CS·L-AspA и 
CS·D-AspA. Однако детализация структурных 
особенностей энантиомерных форм CS·L-(D-)
AspA не была проведена.

Целью настоящего исследования является 
оценка химической структуры и надмолекуляр-
ного упорядочения L- и D-аспарагината CS ме-
тодами ИК- и ЯМР-спектроскопии, элементного 
анализа и рентгеновской дифрактометрии.

Материалы и методы
Для исследования выбран CS со средневяз-

костной молекулярной массой 200 кДа, степенью 
деацетилирования 82 мольн.%, влажностью 
W = 9±1 мас.% (ЗАО «Биопрогресс», РФ). Ис-
пользовали порошки х.ч. L-AspA, полученной 
биокаталитическим синтезом (ЗАО «Биоамид», 
РФ), и х.ч. D-AspA (ЗАО «Вектон», РФ), биди-
стиллированную воду, D2O (Cambridge Isotope 

Laboratories, Inc., США). Солевые комплексы 
CS·L-(D-)AspA получали при мольном соот-
ношении [AspA]/[-NH2] = 1.0 моль/осново-моль.

Растворы солей CS·L-(D-)AspA в дистил-
лированной воде концентрации СCS = 0.8 г/дл 
(для получения порошков) и в D2O с СCS = 0.3 г/
дл (для получения ЯМР-спектров) получали на 
колбонагревателе Labdevices HMS-100D (Китай) 
при 50.0±0.1°С и перемешивании на магнитной 
мешалке со скоростью 400 об/мин. В колбу 
на 100 мл наливали 50 мл дистиллированной 
воды, подогревали до указанной температуры, 
засыпали навеску CS и перемешивали 20 мин 
для набухания частиц полимера. Далее в колбу 
вносили навеску AspA, добавляли 50 мл воды, 
перемешивали в течение 2‒3 ч до растворения 
CS, охлаждали до комнатной температуры и 
пропускали через фильтрующую воронку Шот-
та-160. Порошки солей CS·L-(D-)AspA получали 
упариванием соответствующих растворов в чаш-
ках Петри при комнатной температуре (22±2 °С) 
в воздушной атмосфере, сушили до постоянной 
массы и измельчали в фарфоровой ступке. Образ-
цы хранили в эксикаторе при нулевой влажности. 

Гравиметрические измерения проводили на 
аналитических весах «Ohaus Discovery» (США).

Элементный анализ выполнен на CHNS-
анализаторе  Elementar Vario Micro Cube 
(ElementarAnalysensystem GmbH, Германия): C, 
H – в токе O2, N – в токе CO2. Погрешность со-
ставила ±0.5 мас.%. Брутто-формулу (формуль-
ную единицу) вещества вычисляли из атомного 
соотношения C/N, разного для CS и AspA, по 
методике [33].

ИК-спектры регистрировали на вакуумном 
ИК-фурье-спектрометре Vertex 70 v (Bruker, 
США) с термовариацией PIKE GladiATR и раз-
решением 4 см–1, используя в среднем 36 ска-
нирований в диапазоне 4000–400 см–1 методом 
нарушенного полного внутреннего отражения 
(НПВО). Спектры обрабатывали в программе 
OPUS. Полосы колебательного поглощения рас-
шифровывали по корреляционным таблицам [34] 
и экспериментальным работам для AspA, CS и 
его солевых форм [21, 28, 35]. 

Спектры ЯМР 1Н (400 МГц), 13С (100 МГц), 
1H‒1H COSY, ROESY и NOESY регистрировали 
на спектрофотометре Bruker Avance II 600 (США) 
в D2O при 40°C, внутренний стандарт – тетра-
метоксисилан. Проводили 32 скана с временем 
релаксации 1 с в диапазоне частот 5.5–1.5 м.д. 
Для расшифровки ЯМР-спектров использовали 
литературные источники [7, 28, 35, 36].



Химия 415

Рентгеновские дифрактограммы получали 
на дифрактометре ДРОН-8Т (АО «ИЦ «Буре-
вестник», РФ) с излучением CuKα, параболи-
ческим зеркалом Гёбеля (AXO Dresden GmbH, 
Германия) и позиционно-чувствительным де-
тектором Mythen 2R1D с 640 каналами (Dectris, 
Швейцария) с дискретностью 2θ = 0.0144 град, 
в кварцевой кювете 2 мм. Геометрия фокусного 
луча: щели аксиальная 12 мм, экваториальная 
0.25 мм. Регистрацию осуществляли в диапа-
зоне углов 2θ = 5‒40 град по точкам с шагом 
0.02 град для центрального канала детектора и 
временем экспозиции 10 c в точке. Степень кри-
сталличности (χ, %) рассчитывали, как отноше-
ние интегральной интенсивности суммарного 
рассеяния кристаллитов к полному рассеянию 
от аморфных и кристаллических областей гра-

фическим интегрированием (программа QCAD 
3.15) [37, 38]. Полученные результаты сравнива-
ли с данным работ [28, 39, 40].

Результаты и их обсуждение
При высушивании свежеприготовленного 

водного раствора CS в L- и D-AspA образуется 
водорастворимый порошок CS·L-(D-)AspA свет-
ло-бежевого цвета, состоящий из пластинчатых 
частиц размером 0.05–1.0 мм. Формульная 
единица образцов, полученных при мольном 
соотношении [AspA]/[~-NH2] = 1.0 mol/mono-mol 
и определенная по данным элементного ана-
ли за, приведена в табл. 1. Стехиометрический 
пересчет содержания элементов на усредненное 
элементарное звено показывает формирование 
солевых комплексов I типа (безводный кристалл 

Таблица 1 / Table 1
Формульная единица и соотнесение полос поглощения ИК-спектров порошков CS, CS·L-AspA и CS·D-AspA
Formula unit and correlation of absorption bands in the IR spectra of CS, CS·L-AspA and CS·D-AspA powders

Тип колебания 
структурного 
фрагмента /

Vibration type 
of the structural 

fragment

CS CS·L-AspA CS·D-AspA

Формульная единица / Formula unit

С6.4H11.4NO4.2 + 1.5 Н2О C6.4H11.4NO4.2 + C4H7NO4 + 2.64 H2O C6.4H11.4NO4.2 + C4H7NO4 + 1.99 H2O

Частота полосы поглощения, см-1 / Absorption band frequency, cm-1

νO-H 3435

νN-H 3255

νN-H (NH3
+) ‒ 3125 3115

νas(СH) 2925

νs(СH) 2855

νсвяз(OH) ‒ 2500

νas(С-N) 2360, 2340 2360

νС-О (CОO–) ‒ 2100, 1460 2105, 1465

νС=O (СООН) ‒ 1715 1720

δС=O (Амид І) 1635 1630

δN-Н (Амид ІІ) 1580 1560 1550

δas(СH) 1420, 1370 1400, 1350

νС-N + δN-Н 
(Амид IIІ) 1305 ‒ 1300

ν(С-С), ν(С-О),
ν(С-N), δ(С-H)
Глюкопира-
нозное кольцо
Glucopyranose 

ring

1150

1100 ‒ 1080

1040 ‒ 1020

895 ‒ 890

850

δО-Н (СООН) ‒ 615 620
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[5]), поскольку количество кристаллизационной 
воды в CS·L-AspA и CS·D-AspA сравнимо с ис-
ходным порошком полимера. При этом мень-
шее количество связанной Н2О содержится в 
D-аспарагинате CS, что косвенно указывает 
на сильное взаимодействие компонентов соли, 
вследствие чего на взаимодействие с водой оста-
ётся меньше центров и групп, чем в L-солевом 
комплексе.

В ИК-спектрах солевых форм CS с L- и 
D-AspA присутствуют все характеристические 
для данного полимера частоты колебаний, в 
частности, вовлеченных в систему внутри- и 
межмолекулярных водородных контактов NH- и 
OH-связей, -NHCO- групп (Амид I и Амид II), 
симметричных и ассиметричных колебаний 
СН- и CN-связей, валентных и деформацион-

ных колебаний фрагментов глюкопиранозного 
кольца (рис. 2, см. табл. 1) [21, 28, 35]. Наблюда-
ются также плохо разрешенные полосы с цен-
трами при 3125 см−1 для порошка CS·L-AspA и 
3115 см−1 для порошка CS·D-AspA, относящиеся 
к протонированным аминогруппам полимера. 
В спектрах L- и D-аспарагинатов CS имеются 
характерные для валентных колебаний иони-
зованных и неионизованных карбонильных 
групп кислотного остатка полосы поглоще-
ния: 2100, 1715, 1460, 615 см−1 для CS·L-AspA 
и 2105, 1720, 1465, 620 см−1 для CS·D-AspA. 
ИК-спектроскопия подтверждает, что взаимо-
действие CS с AspA идет с переносом протона 
кислоты на аминогруппу полимера с образо-
ванием -групп и, соответственно, солевой 
формы полимера. 

 Рис. 2. ИК-спектры порошков: 1 – CS, 2 – CS·L-AspA, 3 – CS·D-AspA (цвет онлайн)  
Fig. 2. IR spectra of powders: 1 – CS, 2 – CS·L-AspA, 3 – CS·D-AspA (color online)

При этом спектральные характеристики L- и 
D-аспарагината CS несколько отличаются от ИК-
спектров водорастворимых солевых форм этого 
полимера с анионами карбоновых кислот и от 
солевого комплекса CS–AspA, синтезированного 
в среде Н2О + изопропиловый спирт при 4–10°С 
в работе [30]. Например, в спектрах четко не 
выявляются полосы поглощения, характерные 
для симметричного изгибного растяжения соли 
амина. Вероятно, валентные колебания  
перекрываются с полосой валентных колебаний 
NH и с полосой асимметричных валентных ко-
лебаний в СН2 фрагменте (2925 см−1 для обоих 
образцов), что проявляется в виде сравнитель-
но небольшого изгиба спектральной линии 
с центром при 3125 и 3115 см−1 для образцов 

CS·L-AspA и CS·D-AspA соответственно. Кроме 
того, полоса поглощения -группы наклады-
вается на полосу поглощения Амид II, вслед-
ствие чего на спектральной линии фиксируется 
перегиб при 1560 см−1для CS·L-AsрA и 1550 см−1 
для CS·D-AsрA.

При сравнении ИК-спектров L- и D-стерео-
мерных солей CS выявляется, что полосы 
поглощения валентных колебаний N-H в про-
тонированной аминогруппе и деформационных 
колебаний N-H (полоса Амид II) для образца 
CS·D-AspA наблюдаются при меньших значениях 
волнового числа по сравнению с CS·L-AspA. Ва-
лентные колебания С-O ионизированных и С=O 
неионизированных карбоксильных групп, а так-
же деформационные колебания О-Н в -СООН для 

Волновое число, см-1 / Wavenumber, cm-1

A,
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 / 
A,
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l. 
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порошка CS·D-AspA фиксируются при более вы-
соких значениях ν, чем для порошка CS·L-AspA.

Полученные спектральные характеристики 
указывают на достаточно развитую систему меж- 
и внутримолекулярных контактов в надмолеку-
лярной структуре образцов L- и D-аспарагината 
CS, что не типично для солевой формы этого 
полимера, протонированные группы которой 
вследствие внутримолекулярного электроста-
тического отталкивания частично ослабляют 
исходную жёсткую кристаллическую структуру 
полимера. Это могут быть Н-связи между со-
седними цепями полимера или удаленными по 
цепи «изгибными» сегментами одной и той же 

макромолекулы. Не исключены специфические 
кулоновские и ион-дипольные взаимодействия, 
о чем указывали авторы [13, 14]. Кроме того, 
возможны Н-связи между макромолекулами по-
лимера и свободными функциональными груп-
пами молекул кислоты. Учитывая, что в твердой 
фазе AspA находится в цвиттер-ионной форме, 
разумно предположить возможность участия 
в формировании Н-связей и биполярного иона 
молекулы кислоты. При этом наиболее развитой 
системой Н-связей характеризуется CS·D-AspA.

Спектры ЯМР 1H и 13С растворов CS·L-(D-)
AspA показывают все характерные для CS и AspA 
сигналы протонов и углеродов (рис. 3, табл. 2) 

 Рис. 3. ЯМР 1H спектры растворов CS∙L-AspA (а) и CS∙D-AspA (б) в D2O
Fig. 3. 1H NMR spectra of solutions of CS∙L-AspA (a) and CS∙D-AspA (b) in D2O

а /a

б/b
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[7, 35, 36]. Например, в спектрах ЯМР 1H, кроме 
сигналов протонов глюкопиранозного кольца 
и ацетамидной группы CS присутствует уши-
ренный сигнал протонов α-углеродного атома и 
квадруплет дублетов протонов β-метиленовой 
группы AspA. При этом сигнал H2 в солевых 
комплексах смещен с сторону меньших δ по 
сравнению с исходным CS [36], что свиде-
тельствует о формировании протонированных 
аминогрупп. Уширение сигнальных картин 
протонов Hα и 2Hβ в L-(D-)аспарагинате CS в 
сравнении с AspA [28] также указывает на со-
леобразование полимера с кислотой. В сравне-
нии с CS·L-AspA, для CS·D-AspA наблюдается 
уменьшение площади сигналов H1, H2, H3‒H6, Hα 
(при δ~3.9 ppm) и небольшое смещение данных 
резонансов в сторону более сильных полей. Для 
мультиплета 2Hβ обнаруживается увеличение 

площади сигнальных картин и более существен-
ный сдвиг в область бóльших значений δ.

Оценка 1H‒1H-связей и, соответственно, кор-
реляции протонов с вицинальными протонами 
(COSY), пространственной близости удаленных 
протонов (ROESY) и их пространственной кор-
реляции (NOESY) показала, что для CS∙L-AspA 
и CS∙D-AspA отмечаются взаимодействия между 
H3‒H6 полимера и 2Hβ или Hα кислоты, H1 или 
H2 и Hα, H1 и H3‒H6. Для CS∙L-AspA выявляются 
дополнительные резонансы между H2 и H3‒H6 
полимера, а для CS∙D-AspA ‒ H1 и H2. Следует 
отметить, что выявленные кросс-пики могут 
быть обусловлены не только пространственной 
близостью протонов CS и AspA внутри одних 
и тех же повторяющихся мономерных единиц, 
но и пространственной близостью протонов 
соседних цепей полимера или удалённых 

Таблица 2 / Table 2
Соотнесение полос поглощения спектров ЯМР 1H и 13С растворов CS, CS·L-AspA и CS·D-AspA в D2O

Correlation of absorption bands in the 1H and 13C NMR spectra of solutions of CS, CS·L-AspA and CS·D-AspA in D2O

δ, ppm
CS∙L-AspA

δ, ppm
CS∙D-AspA

L-AspA CS D-AspA CS

ЯМР 1H / NMR 1H

4.85 ‒ H1 4.87 ‒ H1

4.42 ‒ D2O 4.42 ‒ D2O

3.91‒3.94 ‒
H3‒H6

3.94‒3.97 ‒
H3‒H63.72 ‒ 3.72 ‒

3.88 Hα ‒ 3.89 Hα ‒

3.15 ‒
H2

(деацетилированные 
звенья / deacetylated links)

3.17 ‒
H2

(деацетилированные 
звенья / deacetylated links)

2.70‒2.88 2Hβ ‒ 2.77‒2.92 2Hβ ‒

2.05 ‒ N-acetyl 2.06 ‒ N-acetyl

ЯМР 13С / NMR 13С

179.24 -COOH ‒ 178.68 -COOH ‒

176.27 -COOH -C=O 176.04 -COOH -C=O

100.69 ‒ C1 100.60 ‒ C1

79.63 ‒ C4 79.63 ‒ C4

77.43 ‒ C5 77.44 ‒ C5

73.10 ‒ C3 73.02 ‒ C3

62.87 ‒ C6 62.85 ‒ C6

58.59 ‒ C2 58.58 ‒ C2

54.64 -CH- ‒ 54.38 -CH- ‒

38.72 -CH2- ‒ 38.39 -CH2- ‒
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по цепи «изгибных» сегментов одной и той 
же макромолекулы. Выявленные частотно-
избирательные отклики протонов указывают 
на фомирование пространственно-сближенного 
солевого комплекса полимер‒кислота, а также, 

как и данные ИКС, подтверждают фомирование 
развитой системы меж- и внутримолекулярных 
контактов. Наибольшее число взаимодействий 
между парами атомных ядер наблюдается для 
образца CS∙D-AspA (рис. 4, табл. 3).

 Рис. 4. Спектры COSY (а, б), ROESY (в, г) и NOESY (д, е) растворов CS∙L-AspA (а, в, д) и CS∙D-AspA (б, г, е) в D2O 
Fig. 4. COSY (a, b), ROESY (c, d) and NOESY (e, f) spectra of solutions of CS∙L-AspA (a, c, e) and CS∙D-AspA (b, d, f ) in D2O

/a /b 

/c /d 

/e /f 

а /a
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Таблица 3 / Table 3
Соотнесение кросс-пиков спектров COSY, ROESY и NOESY растворов CS, CS·L-AspA и CS·D-AspA в D2O

Correlation of cross-peaks in the COSY, ROESY and NOESY spectra of solutions of CS, CS·L-AspA 
and CS·D-AspA in D2O

δ, ppm
CS∙L-AspA

δ, ppm
CS∙D-AspA

1H 1H 1H 1H

COSY

3.91 2.73

H3‒H6 2Hβ

2.80 3.95

2Hβ H3‒H63.91 2.86 2.87 3.96

3.93 2.86 2.92 3.95

3.93 2.73 3.14 4.85

H2 H13.95 2.73 3.16 4.85

3.95 2.86 3.19 4.85

3.71 3.87 H3‒H6 Hα

3.88 3.16 Hα H2

NOESY

3.72 3.15

H3‒H6

H2 3.72 3.89
H3‒H6

Hα

3.72 3.88 Hα 3.72 4.85 H1

3.72 4.84 H1 3.88 3.16
Hα

H2

3.88 3.15
Hα

H2 3.89 4.85 H1

3.88 4.84 H1 3.92 2.78

H3‒H6 2Hβ

3.92 2.72
H3‒H6 2Hβ

3.93 2.89

3.94 2.85 3.96 2.78

3.96 2.90

3.98 2.79

ROESY

3.90 2.74

H3‒H6 2Hβ

3.93 2.90

H3‒H6 2Hβ

3.90 2.86 3.95 2.78

3.92 2.73 3.95 2.90

3.92 2.86 3.96 2.78

3.95 2.73 3.98 2.78

3.95 2.86 3.98 2.90

Рентгеновская дифрактометрия показала 
существенные различия в надмолекулярном 
упорядочении L- и D-аспарагината CS как 
в сравнении с исходным образцом, так и в 
отношении энантиомерных солевых форм 
(рис. 5, табл. 4). На рентгеновской дифрактограм-
ме исходного порошка CS на фоне аморфного 
гало проявляются основные кристаллические 
рефлексы при 2θ ~ 11.1 и 19.4 град, а также 
три малоинтенсивных рефлекса в диапазоне 
25.5–29.0 град. Дифрактограмма является типич-
ной для аморфно-кристаллических полимеров с 
невысокой  степенью кристалличности.

Рентгеновские дифрактограммы энантио-
мерных солей CS характеризуются уширением 
основных рефлексов, что свидетельствует о на-
личии в них меньших по размеру структурных 
элементов. Интенсивность первого основного 
рефлекса в области 2θ ~ 11.2–11.6 град повышает-
ся для обоих образцов, а второго – понижается и 
смещается до 18.5 град для CS·L-AspA и 18.7 град
для CS·D-AspA. Обнаруживаются дополни-
тельные рефлексы в диапазоне 2θ ~ 21–23 град, 
про являющиеся для CS∙L-AspA уширенным 
пиком с центром при 2θ ~ 22.2 град, а для 
CS∙D-AspA – двумя пиками при 21.5 и 22.2 град. 



Химия 421

Рис. 5. Рентгеновские дифрактограммы порошков: 1 – CS, 2 – CS·L-AspA, 
3 – CS·D-AspA

Fig . 5. X-ray diffraction patterns of powders: 1 – CS, 2 – CS·L-AspA, 3 – CS·D-AspA
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Таблица 4 / Table 4
Характеристика кристаллитов и степень кристалличности порошков CS, CS·L-AspA и CS·D-AspA
Characteristics of crystallites and the degree of crystallinity of CS, CS·L-AspA and CS·D-AspA powders

 Образец / 
Sample

Дифракционный угол 
2θ, град / 

Diffraction angle 2θ, deg

Межплоскостное расстояние
d, Å / 

Interplanar distance d, Å

Степень кристалличности
χ, % / 

Degree of crystallinity χ, %

CS

11.12 7.96

34.3

19.38 4.58

25.85 3.45

27.31 3.27

28.77 3.10

CS·L-AspA

7.88 11.23

28.0
11.23 7.88

18.46 4.81

22.15 4.01

CS·D-AspA

7.77 11.38

30.2

11.62 7.62

18.69 4.75

21.46 4.14

22.23 4.00

Слабоинтенсивные рефлексы в диапазоне 
2θ ~ 25.5–29.0 град, наблюдающиеся у исход-
ного порошка CS, на дифрактограммах его 
диастереомерных солей не обнаруживаются. 

Степень кристалличности порошков CS∙L-
AspA и CS∙D-AspA достаточно высокая (см. 
табл. 4). Несколько меньше исходного образца, 
но не столь значимо как для солевых комплексов 

К. С. Шипенок, А. Б. Шиповская. Структура и надмолекулярное упорядочение L- и D-аспарагината 
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CS с традиционными карбоновыми кислотами 
(СН3СООН, НСООН) [39, 40]. Значения меж-
плоскостных расстояний в кристаллической 
решётке, определенные при основном рефлексе 
2θ ~ 11 град уменьшаются, а при 2θ ~ 19 град – 
увеличиваются. Обнаруженные структурные 
изменения наиболее выражены для D-изомерных 
солевых комплексов CS. Наиболее высокие 
значения степени кристалличности также на-
блюдаются для D-аспарагината CS.

Заключение
Таким образом, солевые комплексы CS·L-

(D-)AspA отличаются от известных в литера-
туре солевых комплексов CS с органическими 
кислотами высокоупорядоченной ориентацией 
макроцепей. Совокупность результатов эле-
ментного анализа, ИК- и ЯМР-спектроскопии, 
рентгеновской дифрактометрии позволяет 
предположить, что и развитая система меж- и 
внутримолекулярных контактов в надмоле-
кулярной структуре энантиомерных солей 
CS и L-(D-)AsрA стабилизирована посредством 
сложных ион-ионно–водородных контактов, 
включающих классические ионные и водород-
ные связи, а также специфические ион-диполь-
ные и ассоциировано-кулоновские взаимодей-
ствия, в которых немаловажную роль выполняет 
стереоизомерная форма оптических антиподов 
AspA. Солевой комплекс CS·D-AspA, в отличие 
от CS·L-AspA, характеризуется меньшим количе-
ством кристаллизационной воды, более развитой 
системой меж- и внутримолекулярных контактов 
и более высокой степенью кристалличности.
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Аннотация. Используемые в качестве биоудобрений бактерии Azospirillum brasilense ока-
зывают существенное положительное влияние на рост и развитие растений. Геном типо-
вого штамма A. brasilense Sp7 представлен хромосомой и многочисленными плазмидами 
с молекулярной массой 90, 115 и более 300 МДа. Геномные перестройки, вызывающие 
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изменения «плазмидного профиля», могут способствовать формированию в бактериальной популяции субпопуляций или фенотипи-
ческих вариантов. Имеется мало данных о роли таких перестроек в адаптации A. brasilense к динамичным условиям окружающей среды. 
Способность азоспирилл формировать биопленки также имеет определенное значение для успешного функционирования раститель-
но-микробной ассоциации и противостояния бактерий и растений различным абиотическим стрессам.
Цель данной работы заключалась в анализе геномных перестроек у спонтанных производных A. brasilense Sp7 и оценке устойчивости 
их биопленок к высушиванию, водному и окислительному стрессам. ПЦР-анализ для выявления изменений в структуре геномной ДНК 
проводили с использованием праймеров, соответствующих известным консервативным мотивам в повторяющихся последовательно-
стях нуклеотидов бактерий. Относительное количество биомассы биопленок оценивали, измеряя A540 кристаллического фиолетового, 
десорбированного после ее окрашивания. Уровень относительной респираторной активности клеток в биопленках определяли флуо-
риметрическим резазурин-тестом. Для создания модели осмотического/водного стресса использовали непроникающий осмотический 
агент ПЭГ 6000. Показано, что перестройки в геномной ДНК способствуют образованию стабильных фенотипических вариантов штамма 
Sp7, по-разному формирующих биопленки в условиях водного стресса. Отобран производный штамм A. brasilense Sp7.8, биопленочная 
популяция которого устойчивее к водному стрессу по сравнению c таковой у родительского штамма. 
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Abstract. The bacteria Azospirillum brasilense, used as biofertilizers, have a signifi cant positive eff ect on the growth and development of plants. 
The genome of the strain A. brasilense Sp7 is represented by a chromosome and numerous plasmids with molecular weight of 90, 115, and over 
300 MDa. Genomic rearrangements that cause changes in the “plasmid profi le” can contribute to the formation of subpopulations or phenotypic 
variants in a bacterial population. There is little data on the role of such rearrangements in the adaptation of A. brasilense to dynamic environmental 
conditions. The ability of azospirilla to form biofi lms also has a determined signifi cance for the successful functioning of the plant-microbial as-
sociation and the resistance of bacteria and plants to various abiotic stresses. The purpose of this work consisted of the analysis of  the genomic 
rearrangements in spontaneous derivatives of A. brasilense Sp7 and the assessment of the resistance of their biofi lms to drying, water stress and
oxidative stress. PCR analysis to detect changes in the structure of genomic DNA was performed using primers corresponding to known conserva-
tive motifs in repetitive bacterial nucleotide sequences. The relative amount of the biofi lm biomass was assessed by measuring the crystal violet 
A540 desorbed after staining. The level of relative respiratory activity of cells in biofi lms was determined by the fl uorometric resazurin test. The 
non-penetrating osmotic agent PEG 6000 was used to create the osmotic/water stress model. It was shown that rearrangements in genomic DNA  
contribute to the formation of stable phenotypic variants of the Sp7 strain, which form biofi lms in diff erent ways under water stress conditions. A 
derived strain of A. brasilense Sp7.8, the biofi lm population of which is more resistant to water stress compared to the parent strain was selected.
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Введение
Используемые в качестве биоудобрений 

бактерии Azospirillum brasilense оказывают су-
щественное положительное влияние на рост 
растений и их устойчивость к неблагоприятным 
абиотическим и биотическим факторам [1, 2]. 
Эксудация растениями легкодоступных источ-
ников углерода и специфических сигнальных 
молекул, абиотические факторы способствуют 
повышению численности микроорганизмов и их 
активности в ризосфере, узком слое почвы, при-
легающем к растительному корню [3]. Изменение 
климата, засуха и засоление почв относятся к 
числу основных абиотических стрессов, с кото-
рыми сталкиваются растения и ассоциированные 
с ними бактерии [4, 5]. В условиях стресса уве-
личивается потребление растениями ростовых 
факторов, возникает дефицит ресурсов, приво-
дящий к замедлению роста и развития растений 
[6]. Подобно растениям ризосферные бактерии 
также подвергаются стрессу [4]. Ризосферные 
бактерии для адаптации и повышения конку-
рентоспособности в занимаемой экологической 
нише, противостояния абиотическим стрессам 
используют разнообразные физиолого-биохи-
мические и поведенческие механизмы [1, 3, 7]. 
Одним из механизмов, посредством которых 
микроорганизмы адаптируются к изменениям 
окружающей среды, является фенотипическая 
изменчивость – явление, которое характери-
зуется наличием субпопуляции с фенотипом, 
отличающимся от основной популяции. Такая 
субпопуляция в соответствующих условиях 
может стать доминирующей. Фазовые вариации 
могут затрагивать морфологию колоний, агре-
гацию клеток и подвижность; синтез капсулы 
и пигментов; продукцию гликополимеров, раз-
личных метаболитов; устойчивость к солевом у 
стрессу и др. [8, 9]. Ранее были описаны спон-
танные производные штамма A. brasilense Sp7, 
у которых изменения «плазмидного профиля» 
коррелируют с их способностью накапливать 
биомассу в биопленках, сформированных на 
абиотических поверхностях под жидкой средой, 
наряду с изменением ряда культурально-мор-
фологических свойств [10–12]. Способность 
азоспирилл формировать биопленки может 
иметь определенное значение для успешного 
формирования и функционирования раститель-
но-микробной ассоциации и противостояния 
бактерий и растений различным абиотическим 
стрессам [1, 7, 13]. В биопленках бактерии заклю-
чены в матрикс, являющийся резервуаром воды, 
ферментов и питательных веществ и играющий 

структурную и защитную роль [14]. Матрикс 
биопленок медленно высыхает, чем предохра-
няет микроорганизмы от изменений водного 
потенциала. Основные биополимеры матрикса 
(гликополимеры, белки и нуклеиновые кислоты) 
биопленок азоспирилл, обеспечивают фиксацию 
пленок на поверхности и выполняют каркасную 
функцию, способствуют созданию в биопленках 
условий для фиксации азота [15–17]. Наличие ци-
стоподобных покоящихся форм в биопленочной 
популяции повышает устойчивость азоспирилл к 
таким негативным воздействиям, как высушива-
ние и окислительный стресс [13, 16]. Поскольку 
«плазмидные перестройки» затрагивают способ-
ность формировать биопленки [10–12], можно 
предположить, что устойчивость биопленок 
соответствующих производных к стрессу может 
отличаться от устойчивости пленок исходного 
штамма A. brasilense Sp7. Механизмы, связанные 
с фенотипической изменчивостью, разнообразны 
и включают генетические и эпигенетические 
изменения [18]. Однако наблюдение «плазмид-
ных перестроек» не всегда дает возможность 
сделать вывод о том, что фенотипические раз-
личия между производными Sp7 обусловлены 
изменениями в составе плазмид [8]. ПЦР-анализ 
с использованием праймеров, соответствую-
щих известным консервативным мотивам в 
повторяющихся последовательностях нуклео-
тидов бактерий, позволяет выявить изменения 
в структуре геномной ДНК у фенотипических 
вариантов [8, 19, 20]. Таким образом, основная 
цель настоящего исследования заключалась в 
анализе геномных перестроек у спонтанных 
производных A. brasilense Sp7 и оценке устойчи-
вости их биопленок к высушиванию, водному и 
окислительному стрессам.

Материалы и методы
Штаммы бактерий, питательные среды, 

определение скорости роста и подвижности 
бактерий 

В работе использовали: штамм A. brasilense 
Sp7, выделенный в Бразилии из ризосферы ро-
сички лежачей [21], его производные Sp7.1–Sp7.9 
[10–12] и штамм A. brasilense Cd, выделенный 
из корней cвинороя пальчатого после иноку-
ляции Sp7 [22]. Бактерии культивировали при 
30°C на малатно-солевой среде (МСС) [23] с 
1 г/л NH4Cl. При необходимости в МСС добав-
ляли 2 г/л агара. Для создания условий водного 
стресса в среды добавляли непроникающий 
осмотический агент полиэтиленгликоль (ПЭГ) 
со средней молекулярной массой 6000. ПЭГ 6000 
вносили до концентрации 5%, 10% и 15%, что 
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соответствует –0.05, –0.15, –0.30 МПа [4]. Для 
определения скорости роста жидкие культуры 
инкубировали при 140 об/мин и температуре 30°С 
на шейкер-инкубаторе Excella E24 (New Bruns-
wick Scientifi c). Для изучения подвижности бак-
терий при микроскопии 24-часовых планктонных 
культур проводили видеозапись, которую анали-
зировали с помощью компьютерной программы, 
разработанной в ИБФРМ РАН. Фазово-контраст-
ную и электронную микроскопию выполняли на 
микроскопах, находящихся в ЦКП «Симбиоз» 
ИБФРМ РАН (г. Саратов, Россия): Leica DM6000 
B (Leica-Microsystems) и Libra 120 (Carl Zeiss).

Анализ формирования биопленок и их харак-
теристика 

24-часовые  бактериальные  культуры 
из жидкой МСС разводили средой МСС до 
А590 = 0.05–0.10 (l = 0.5 см). При необходимости 
в МСС вносили ПЭГ 6000. Среды с инокулятом 
вносили в ячейки полистирольных планшетов с 
96 плоскодонными лунками (по 0.2 мл) или сте-
клянные пробирки (по 2 мл) и инкубировали при 
30°С стационарно. В качестве контроля в ячейки 
планшетов или пробирки вносили стерильные 
среды. Для оценки относительного количества 
биомассы в зрелых биопленках проводили их 
окрашивание кристаллическим фиолетовым [24]. 
Связавшийся с биомассой биопленок краситель 
растворяли 0.2 или 2 мл этанола и измеряли опти-
ческую плотность раствора на фотоколориметре 
КФК-2 (Загорский оптико-механический завод) 
или фотометре Multiskan Ascen t (ThermoLabsys-
tems). Уровень относительной респираторной 
активности клеток в биопленках определяли 
флуориметрическим резазурин-тестом с моди-
фикациями. Из лунок планшета с биопленками 
отбирали планктонную культуру и вносили по 
0.2 мл раствора AlamarBlue (Sigma) в 50 мМ фос-
фатном буфере (ФБ) (pH 7.0) (0.01 г/л). Планшеты 
инкубировали 24 ч при 30ºС. Интенсивность 
флуоресценции регистрировали на спектрофлу-
ориметре Cary Eclipse (Agilent) при длине волны 
возбуждения 530 нм и длине волны эмиссии – 
600 нм (ширина щели – 10 нм). Аналогичные ма-
нипуляции проводили с контрольными пробами. 

Выделение компонентов матрикса прово-
дили согласно рекомендациям, описанным в 
работе [16]. Биомассу зрелых биопленок, сфор-
мированных в стеклянных пробирках, смывали 
ФБ (pH 7.0). Из отмытой биомассы экстраги-
ровали матрикс 0.5 М ЭДТА [16]. Содержание 
в экстрактах углеводсодержащих и белковых 
компонентов определяли фенол-серным методом 
и реакцией по Бредфорду соответственно [16]. 
Для определения численности жизнеспособных 

форм в биопленках их промывали ФБ (pH 7.0). 
Количество колониеобразующих единиц (КОЕ) 
определяли в нативных и сухих биопленках. В 
последнем случае биопленки сушили при 30°С 
и 7 дней хранили при 37°С [13]. Для определе-
ния КОЕ в пробирки с биопленками вносили по 
2 мл ФБ (pH 7.0), инкубировали 1 ч, смывали био-
массу и 1 мин диспергировали на встряхивателе 
Vortex [13]. Из полученной суспензии готовили 
серию десятикратных разведений и высевали из 
них по 100 мкл на плотную МСС. Результаты с 
учетом разведения пересчитывали на 2 мл, что 
соответствует смыву 1 биопленки. Для опреде-
ления устойчивости к окислительному стрессу 
в пробирки с сухими биопленками вносили 
2.5 мл раствора H2O2 в ФБ (pH 7.0). После 18 ч 
инкубации удаляли H2O2 и вносили 2.5 мл полу-
жидкой среды МСС (0.3% агара) без азота. Через 
24–48 ч инкубации фиксировали наличие роста 
под толщей агара. Отсутствие роста свидетель-
ствует о гибели популяции [13].

Выделение и очистка ДНК, манипуляции с ней
Геномную ДНК выделяли из жидких бак-

териальных культур с использованием набора 
GeneJET Genomic DNA Purifi cation Kit (Thermo-
Scientifi c). Для амплификации ДНК использовали 
высокоточную ДНК полимеразу iProof High-
Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad). ПЦР ставили 
в термоциклере T100 (BioRad). Продукты ПЦР 
визуализировали с помощью электрофореза в 
2%-ном агарозном геле. В работе были исполь-
зованы праймеры, соответствующие известным 
консервативным мотивам в повторяющихся после-
довательностях нуклеотидов бактерий: 5’-CTAC-
GGCAAGGCGACGCTGACG-3’ (BOX-ПЦР);
5’-GTTTCCGCCC-3’ (RAPD-ПЦР); 5’-ATGTA-
AGCTCCTGGGGATTCAC-3’ и 5’-AAGTAAGT-
GACTGGGGTGAGCG-3’ (ERIC-ПЦР). Реакции ам-
плификации ставили как описано ранее [8, 19, 20].

Статистическая обработка результатов
Во всех случаях количественных измерений 

проводили не менее трех независимых экспе-
риментов как минимум в трех повторностях. 
Оценку биомассы биопленок каждого штамма 
выполняли не менее шести раз. Результаты об-
рабатывали с использованием пакета Microsoft 
Office Excel 2010; доверительные интервалы 
определяли для 95% уровня значимости.

Результаты и их обсуждение
Анализ скорости роста, морфологии и под-

вижности бактерий 
Сравнение роста штаммов Sp7, Sp7.1–Sp7.9 и 

Cd в жидких средах показало, что их планктон-
ные культуры не отличались скоростью роста. 
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Клетки из этих культур несли полярный жгутик, 
при помощи которого в среднем 86.5±2.1% бакте-
рий плавали со скоростью 28–30 мкм/с. В случае 
производного Sp7.4 длина клеток из 24-часовых 
планктонных культур (стационарная фаза роста) 
была больше, чем у Sp7 (соответственно штамму 
длина клеток составляла 3.6±0.1 и 3.0±0.1 мкм). 
В случае Sp7.4 увеличение длины клеток мо-
жет быть следствием перестроек, затронувших 
участки генома, контролирующие размер клеток. 

Размер клеток остальных штаммов и Sp7 не отли-
чался. Полиморфизм размера бактерий типичен 
для клеток азоспирилл и зависит в том числе от 
условий культивирования бактерий [21, 22]. Та-
ким образом, культуральные признаки бактерии 
из жидких планктонных культур штаммов Sp7, 
Sp7.1–Sp7.3 и Sp7.5–Sp7.9 существенно не разли-
чались. На плотной МСС исследованные штаммы 
формировали колонии с R- или S-фенотипом 
(табл. 1). 

Таблица 1 / Table 1
Характеристика плазмидного состава, морфологии колоний и влияния ПЭГ 6000 

на биопленки A. brasilense
Characterization of the plasmid composition, colony morphology and the effect of PEG 6000 

on A. brasilense biofi lms

Штам  
Strain

Плазмиды, 
МДа 

Plasmids, 
MDa

Колонии 
на плотной 

МСС
Colonies 
on solid 
MSM

(а) / (a)
A540 кристаллического фиолетового, 
десорбированного после окрашивания 

биопленок 
A540 of the crystal violet desorbed 

after biofi lm staining

(б) / (b)
Респираторная 
активность, у.е. 

Respiratory activity, c.u.

ПЭГ 6000, % / PEG 6000, %

0 5 10 15 0 5 10 15

Sp7 90, 115, >300 R 0.5±0.06
вБ

0.2±0.08
абА

0.3±0.07
бБ

0.1±0.05
аА

85±17
вА

100±11
вБ

32±8
бБ

11±2
аБ

Sp7.1 124, >300 R 0.3±0.08
вА

0.2±0.06
бА

0.2±0.07
абА

0.1±0.06
аА н.о. н.о. н.о. н.о.

Sp7.2 131, >300 R 0.5±0.06
вБ

0.2±0.08
аб

0.3±0.07
бБ

0.1±0.05
аА

80±14
вА

80±19
вБ

36±7
бБ

12±1
аБ

Sp7.3 121, >300 R 0.5±0.04
бБ

0.2±0.07
аА н.о. н.о. н.о. н.о. н.о. н.о.

Sp7.4 131, >300 R 0.5±0.06
вБ

0.3±0.09
бА

0.1±0.06
аА

0.1±0.03
аА

70±12
вА

19±9
бА

6±1
аА

6±1
аА

Sp7.5 94, >300 RS 0.3±0.06
бА

0.2±0.04
аА н.о. н.о. н.о. н.о. н.о. н.о.

Sp7.6 90, >300 S 0.3±0.07
аА

0.2±0.05
аА н.о. н.о. н.о. н.о. н.о. н.о.

Sp7.7 107, >300 S 0.5±0.05
бБ

0.2±0.07
аА н.о. н.о. н.о. н.о. н.о. н.о.

Sp7.8 124, >300 S 0.6±0.10
бБ

1.0±0.15
вБ

0.6±0.16
бВ

0.3±0.09
аВ

101±18
бА

100±13
бБ

90±12
бВ

48±10
аВ

Sp7.9 94, >300 S 0.5±0.04
бБ

0.3±0.07
аА н.о. н.о. н.о. н.о. н.о. н.о.

Cd 90, >300 S 0.4±0.06
бАБ

0.3±0.06
абА

0.2±0.05
аА

0.2±0.05
аБ н.о. н.о. н.о. н.о.

Примечание. Относительное количество биомассы биопленок (а), сформированных за 7 суток, оценивали, 
измеряя A540 кристаллического фиолетового, десорбированного после ее окрашивания. Респираторную актив-
ность биомассы 7-дневных биопленок (б), сформированных без стресса, определяли после их культивирования 
в течение 10 суток с ПЭГ 6000. Результаты однофакторного дисперсионного (ANOVA) анализа представлены 
заглавными или строчными буквами; разными буквами обозначены статистически значимые различия между 
средними. В колонках (а) или (б) результаты сравнения в строке представлены строчными буквами, а в случае 
сравнения в столбце обозначены заглавными буквами. А или а – средние значения с наименьшей величиной. 
Н.о. – не определяли.
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Note to table 1. The relative amount of biomass of the biofi lms formed over 7 days (a) was estimated by measuring 
the A540 of the crystal violet desorbed after its staining. The respiratory activity of the biomass of 7-day biofi lms formed 
without stress (b) was determined after their cultivation during 10 days with PEG 6000. One-way analysis of variance 
(ANOVA) results are presented in uppercase or lowercase letters; different letters indicate statistically signifi cant 
differences between means. In columns (a) or (b), the comparison results in a row are shown in lowercase letters, and 
in the case of a comparison in a column, they are indicated in capital letters. A or a – average values with the smallest 
value. N.d. – did not determine.

Исследование формирования биопленок и 
анализ их устойчивости к водному и окисли-
тельному стрессу 

Анализ процесса формирования биопленок 
показал, что все исследованные штаммы на 
7-е сутки культивирования завершали процесс 
формирования биопленок (количество биомас-
сы, образующей пленку, стабилизиров алось). 
Штаммы Sp7.1, Sp7.5 и Sp7.6 формировали менее 
выраженные пленки, чем родительский штамм 
(см. табл. 1). У производного Sp7.4 длина клеток в 
биопленках была больше, чем у штамма Sp7 (со-
ответственно штамму длина составляла 5.0±0.5 
и 4.1±0.2 мкм), также как и в случае размера 
бактерий из планктонных культур.

Для создания модели осмотического/во-
дного стресса использовали непроникающий 
осмотический агент ПЭГ 6000. Присутствие 
ПЭГ приводит к снижению водного потенциала 
среды и блокированию поглощения воды бакте-
риями или корнями растений [4, 25]. Такой под-
ход позволяет обеспечить стабильное снижение 
уровня водного потенциала в течение любых 
желаемых периодов времени и моделировать 
влияние условий засухи на бактериальную 
популяцию и растения [4, 25]. Концентрации 
10–15% ПЭГ блокировали подвижность план-
ктонных клеток всех исследованных штаммов. 
Под МСС, содержащей 15% ПЭГ, штаммы Sp7, 
Sp7.1, Sp7.4 и Cd формировали биопленки с ми-
нимальным количеством биомассы. В случае 
Sp7.8 под средой с 5% ПЭГ биопленки этого 
штамма содержали даже больше биомассы, чем 
в контроле без стресса. Вариант Sp7.8, формируя 
биопленки в присутствии ПЭГ (5–15%), на-
капливал больше биомассы, чем штаммы Sp7, 
Sp7.1, Sp7.3, Sp7.4 и Cd (см. табл. 1, а).

В другой серии экспериментов на примере 
Sp7, Sp7.4, Sp7.8 было исследовано влияние ПЭГ 
на уже сформированные (после 7 суток культи-
вирования) биопленки. Биопленки 10 дней ин-
кубировали со средой, содержащей ПЭГ. Затем 
измеряли респираторную активность биомассы 
пленок. В биопленках Sp7 снижение респира-
торной активности более чем на 70% по сравне-
нию с контролем (без стресса) происходило при 

концентрации ПЭГ 15% (см. табл. 1). В случае 
Sp7.4 значительное снижение уровня респира-
торной активности происходило в присутствии 
5% ПЭГ. Уровень метаболической активности в 
пленках Sp7.8, сформированных без стресса или 
в присутствии 10–15% ПЭГ, превосходил ана-
логичные показатели у родительского штамма 
или варианта Sp7.4 (см. табл. 1, б). 

Частью системы механизмов, способствую-
щих выживанию микробной популяции в усло-
виях засухи/водного стресса, являются бактери-
альные формы, устойчивые к высушиванию [13, 
26]. В нашем исследовании для характеристики 
таких клеточных форм биопленки (содержали 
1010 КОЕ) были высушены при 30°C и заложены 
на хране ние при 37°C. Через 10 суток хранения 
максимальная численность 104 КОЕ/биопленка 
сохранялась в пленках Sp7.8. В аналогичных 
условиях биопленки Sp7, Sp7.4 и Cd содержали 
101 КОЕ (табл. 2). Покоящиеся формы Sp7, Sp7.8 
и Cd в сухих биопленках сохраняли жизнеспо-
собность после инкубации с 0.01% H2O2, а МИК 
для них составляла 0.1% H2O2 (см. табл. 2). Для 
покоящихся форм Sp7.4 МИК составляла 0.01% 
H2O2 (см. табл. 2). Покоящиеся формы также 
являются частью механизмов, способствую-
щих выживанию биопленочной популяции 
азоспирилл в условиях окислительного стресса, 
обусловленного H2O2 [13]. По сравнению с Sp7, 
Sp7.8 и Cd покоящиеся формы Sp7.4 оказались 
более чувствительными к негативному воздей-
ствию H2O2, что может являться следствием 
особенностей адаптации к данному фактору 
стресса этого штамма. Например, покоящиеся 
формы, как и биопленки эндофитного штамма 
A. baldanioru Sp245, способного проникать 
внутрь корней и заселять межклетники прово-
дящей системы, оказались более чувствитель-
ными к негативному воздействию H2O2 [13, 27]. 
Ткани корневой системы пшеницы обладают 
активной системой, регулирующей уровень 
H2O2 [28].

Определенный вклад в устойчивость азо-
спирилл к водному и окислительному стрессу 
могут вносить углеводсодержащие составляю-
щие матрикса [5, 13, 17]. Оценка соотношения 
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Таблица 2 / Table 2
Устойчивость к окислительному стрессу (г) покоящихся форм из сухих биопленок (в) A. brasilense, 

сформированных под жидкой МСС 
Resistance to oxidative stress (d) of resting forms from dry biofi lms (c) A. brasilense formed under liquid MSM

Штамм
Strain

(а) / (a)
А540 

кристаллического 
фиолетового, 

десорбированного 
после окрашивания 

биопленок
A540 of the crystal 

violet desorbed after 
biofi lm staining

*КОЕ из биопленок
*CFU from biofi lms

(г) / (d)
**Наличие бактериального роста под толщей 

полужидкой среды после инкубации в 
растворе H2O2 сухих биопленок

** The presence of bacterial growth under 
the thickness of a semi-liquid medium after 

incubation of dry biofi lms in an H2O2 solution

(б) / (b)
нативные/native

(в) / (c)
сухие/dry

H2O2, %

0.001 0.01 0.1

Sp7 0.79 ± 0.09 (1.3 ±0.2)×1010 (2.5±0.6)×101 (+) (+) (–)

Sp7.4 0.75 ± 0.10 (1.0±0.2)×1010 (2.3±0.7)×101 (+) (–) (–)

Sp7.8 1.05 ± 0.09 (2.4±0.4)×1010 (1.8±0.3)×104 (+) (+) (–)

Cd 0.96 ± 0.09 (2.7±0.3)×1010 (5.3±0.9)×101 (+) (+) (–)

Примечание. * – биомассу биопленки смывали 50 мМ ФБ (pH 7.0) объемом 2 мл, в полученной суспензии 
определяли КОЕ; ** – сухие биопленки после 7 суток хранения инкубировали 48 ч в МСС с 0.3% агара без ис-
точника связанного азота, результаты воспроизведены в 3 независимых экспериментах.

Note. * – the biomass of the biofi lm was washed off with 2 ml of 50 мМ PB (pH 7.0), CFU was determined in the 
resulting suspension; ** – dry biofi lms were incubated for 48 h in MSM with 0.3% agar without a source of bound nitrogen 
after 7 days of storage, the results are reproduced in 3 independent experiments.

углеводсодержащих и белковых компонентов в 
матриксе, полученном из смытой с поверхности 
стекла биомассы биопленок Sp7, Sp7.8 и Cd, пока-
зала, что углеводные составляющие доминируют 
над белковыми (рис. 1). Также необходимо от-
метить, что из биопленок Sp7.4 экстрагировалось 
меньше углеводных и белковых составляющих 
по сравнению с Sp7, Sp7.8 и Cd (см. рис. 1) Бак-
терии из биопленок Sp7.4 оказались наиболее 
чувствительными к исследованным стрессам.

Анализ геномных перестроек 
С целью выявления изменений в структуре 

ДНК спонтанных фенотипических вариантов 
A. brasilense были использованы праймеры, 
соответствующие известным консервативным 
мотивам в повторяющихся последовательно-
стях нуклеотидов бактерий, для BOX-, ERIC- и 
RAPD-PCR [8, 19, 20]. Так, в результате BOX-PCR 
обнаружены различия с родительским штаммом 
у Sp7.1 и Sp7.4 (см. рис. 1, а); в ERIC-PCR выяв-
лены отличия от Sp7 у Sp7.1, Sp7.3, Sp7.4, Sp7.8 и 
Sp7.9 (см. рис. 1, б); в RAPD-PCR установлены 
отличия у Sp7.1, Sp7.2, Sp7.3, Sp7.4, Sp7.7, Sp7.8 
и Sp7.9 (см. рис. 1, в). Результаты анализа BOX-, 
ERIC- и RAPD-PCR свидетельствуют о том, что 
спонтанные производные отличаются не только 
от родительского штамма, но и между собой, 

Рис. 1. Содержание гликополимеров и белка в матриксе 
биопленок A. brasilense, сформированных на стекле под 

жидкой МСС 
Fig. 1. Contents of glycopolymers and protein in the ma-
trix of A. brasilense biofi lms formed on glass under liquid 

MSM

Гликополимеры / Carbohydra
Белок / Protein

м
кг

 / 
Би
оп
ле
нк
а 

μm
 / 

B
io
fi l

m
s

120

100

80

60

40

20

0
Sp7          Sp7.4       Sp7.8         Cd



Биология 433

даже если плазмидные профили у каких-то вари-
антов похожи (например, Sp7.1 и Sp7.8 или Sp7.2 
и Sp7.4 (рис. 2, см. табл. 1). Так, устойчивость к 
водному стрессу биопленочной популяции про-
изводного Sp7.8 выше не только по сравнению 
с родительским штаммом, но в случае сравне-
ния этого признака с Sp7.1, имеющего сходный 
«плазмидный профиль» с Sp7.8 (см. рис. 1, 
табл. 1). Производные Sp7.2 и Sp7.4 имеют похо-

жий плазмидный состав, однако размер клеток 
Sp7.4 заметно больше бактерий производного 
Sp7.2, клетки которого не отличаются по длине 
от Sp7. Таким образом, использование BOX-, 
ERIC- и RAPD-PCR позволило нам выявить у 
исследуемых фенотипических вариантов раз-
личия в изменениях в структуре геномной ДНК, 
обусловливающие разницу в фенотипе произво-
дных Sp7 со сходным «плазмидным профилем».

в/c
Рис. 2. Результаты электрофореза в 2%-ном агарозном геле продуктов ERIC-ПЦР (а), RAPD-ПЦР (б) и BOX-ПЦР (в) 

тотальной ДНК A. brasilense
Fig. 2. The results of electrophoresis in 2% agarose gel of ERIC-PCR (a), RAPD-PCR (b), and BOX-PCR (c) products 

of A. brasilense total DNA

а /a б/b

Заключение
Штамм A. brasilense Sp7 используют в ка-

честве модели в исследованиях, направленных 
на подбор ризосферных бактерий, способных 
повышать устойчивость злаковых культур к 
негативному влиянию различных видов стресса 
[8, 13, 29]. В данной работе мы дополнительно 
изучили генетические, морфологические и 
физиологические аспекты фенотипической из-
менчивости у этого штамма. Фенотипические 
варианты Sp7.1–Sp7.9 оказались стабильными, 
поскольку после длительного хранения в ходе 
исследования мы не наблюдали у них реверсию 
к фенотипу родительского штамма. Получен-
ные нами данные свидетельствуют о том, что 
фенотипические варианты штамма Sp7 по-
разному формируют биопленки в условиях во-
дного стресса. Варианты Sp7.4 и Sp7.8 интересны 
для дальнейших исследований, направленных 
на изучение признаков, которые способствуют 
выживанию бактерий, стимулирующих рост 
растений, в неблагоприятных условиях при хра-
нении, инокуляции и колонизации ими расте-

ний и семян, что имеет большое экономическое 
значение при разработке аграрных технологий 
с использованием микроорганизмов [1]. 
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Аннотация. Проведен молекулярно-генетический анализ штаммов Yersinia pestis, выделенных в различные эпизоотические периоды 
на территории Урало-Эмбенского пустынного природного очага чумы в ХХ в. В работе изучено 24 штамма Y. pestis, выделенных на тер-
ритории данного очага с 1945–1991 гг., а также 21 штамм Y. pestis с сопредельных территорий. Все исследованные штаммы из Урало-
Эмбенского природного очага чумы относились к высоковирулентному и эпидемически значимому средневековому биовару основно-
го подвида Y. pestis. По результатам WG-SNP-анализа и последующей филогенетической реконструкции на основе 1353 SNPs методом 
максимального правдоподобия (Maximum Likelihood, модель GTR) выявлено 6 ключевых филопопуляций, в которые вошли штаммы, 
изолированные в различные периоды эпидемической и эпизоотической активности на исследуемой территории. Установлено, что на 
территории Урало-Эмбенского природного очага происходило три волны распространения ветви 2.MED1 средневекового биовара: 
1) штаммы, выделенные до 1945 г., которые относились к первой волне распространения ветви 2.MED1 на территорию очагов Север-
ного Прикаспия; 2) штаммы, периода 1968–1974 гг., которые имеют близкое генетическое родство со штаммами из Мангышлакского 
(1978 г.) и Устюртского пустынных очагов чумы (1962 и 1975 гг.); 3) штаммы, которые начали выделяться после 1966 г. и были генетиче-
скими потомками волны распространения ветви 2.MED1 из очагов Северного Приаралья (1945 г.) после межэпизоотического периода. 
Полученные данные будут использованы для молекулярно-генетической детализации паспортизации очагов, в которых циркулирует 
этот высоковирулентный средневековый биовар Y. pestis. Они важны для определения закономерностей пространственно-временного 
распространения высоковирулентных штаммов линии 2.MED1 средневекового биовара в XX в. и для долгосрочного прогнозирования 
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Введение
 Урало-Эмбенский пустынный природный 

очаг чумы (УЭППО) (№18) расположен на тер-
ритории Атырауской и Западно-Казахстанской 
областей Казахстана в пределах Северо-Вос-
точного Прикаспия и занимает 57700 кв. км 
[1]. Значительная часть УЭППО находится на 
Прикаспийской низменности и входит в состав 
Среднеазиатского пустынного природного очага 
чумы. Впервые эпизоотии чумы на данной тер-
ритории были зарегистрированы в 1951 г., повы-
шенная эпизоотическая активность отмечалась 
в 1970–1973, 1975, 1978–1979, 1982, 1984–1987, 
1989–1990 гг. [2]. В соответствии с отмечаемой 
ранее тенденцией развития межэпизоотических 
периодов в пустынных очагах чумы России и 
Казахстана, с 1995 г. эпизоотическая активность 
в УЭППО значительно снизилась. Очаг разделен 

на 8 ландшафтно-экологических районов (ЛЭР), 
индекс эпизоотической активности которых 
варьирует от 0,34 до 0,86 [3]. На территории 
Атырауской области заболеваемость чумой 
человека регистрировалась в 1955 г. (летальный 
случай, бубонная форма), в 1958 г. (4 случая 
бубонной формы), в 1961 г. (летальный случай, 
септическая форма), в 1968 г. (1 случай бубонной 
формы). С 1964 г. проводится истребление пес-
чанок и уничтожение их блох, что способствует 
снижению эпизоотической активности очага. В 
современных границах очага последняя эпизо-
отия отмечалась в 2002 г. [4].

Основным носителем в очаге является 
большая песчанка (Rhombomys opimus), которая 
в середине прошлого века начала активно рас-
ширять свой ареал обитания на север, за счет 
чего произошло расширение границ УЭППО. 
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Кроме большой песчанки, носителями также 
являются малый суслик (Spermophilus pygmaeus), 
полуденная песчанка (Meriones meridianus) и еще 
более 20 видов мелких млекопитающих [3, 4]. 
В качестве основного переносчика выступает 
паразит большой песчанки – блоха Xenopsylla 
sсrjabini. Кроме X. sсrjabini переносчиками яв-
ляются также Nosopsyllus laeviceps, Coptopsylla 
lamellifer и еще более 10 видов блох. Таким об-
разом, УЭППО характеризуется как полигосталь-
ностью, так и поливекторностью. Особенностью 
Урало-Эмбенского пустынного очага чумы яв-
ляется повышение эпизоотической активности 
в летний период, в отличие от других очагов 
песчаночьего типа, с преимущественным повы-
шением эпизоотической активности в весенний 
и осенний периоды [4]. 

По данным молекулярно-генетического 
и биохимического анализов, на территории 
УЭППО циркулируют высоковирулентные 
лейциннезависимые штаммы, относящиеся к 
средневековому биовару филогенетической вет-
ви 2.MED1. Несмотря на имеющиеся данные по 
фенотипическим и молекулярно-генетическим 
характеристикам возбудителя чумы из очагов 
Северного и Восточного Прикаспия, малоиз-
ученными остаются особенности организации 
генома средневекового биовара разных периодов 
активности УЭППО, отсутствуют данные о при-
чинах активизации этого очага после межэпизо-
отического периода середины XX в. [5]. Также не 
проводилась филогенетическая реконструкция 
штаммов Yersinia pestis в целях определения 
генетического родства с популяциями Y. pestis 
из сопредельных очагов чумы, что важно для 
выяснения пространственно-временных за-
кономерностей циркуляции возбудителя чумы 
в этом регионе. Наличие протяженных границ 
и развитые торгово-экономические отношения 
создают предпосылки для заноса эпидемиче-
ски опасных штаммов возбудителя чумы на 
территорию России. В связи с этим возникает 
необходимость тщательного изучения молеку-
лярно-генетических характеристик популяций 
Y. pestis, циркулирующих на этих территориях, 
для совершенствования методов дифференциа-
ции и отслеживания эпидемических штаммов 
возбудителя чумы.

С учетом активных экономических связей 
между России и Казахстаном, а также для дета-
лизации молекулярно-генетической паспортиза-
ции этого региона, повышения эффективности 
мониторинга и прогнозирования активизации 

сопредельных с границами России природных 
очагов чумы целью данной работы стал анализ 
пространственно-временной циркуляции Yersinia 
pestis на территории УЭППО в ХХ в. на основе 
молекулярно-генетических данных.

Материалы и методы
Исследовано 24 штамма Y. pestis, выделен-

ных от носителей и переносчиков на территории 
УЭППО с 1945 по 1990 гг. в различные периоды 
эпизоотической активности, 21 штамм Y. pestis с 
сопредельных территорий аналогичного перио-
да, а также 8 штаммов из разных очагов мира, от-
носящихся к разным филогенетическим линиям. 
Штаммы Y. pestis выращивали при температуре 
28 °С в течение 24–48 ч на среде LB. Анализ 
биохимических свойств исследуемых штаммов 
проводили в соответствии со стандартными 
методами лабораторной диагностики возбуди-
теля чумы. Выделение ДНК штаммов Y. pestis 
проводили с помощью набора PureLink Genomic 
DNA Mini Kit (Invitrogen, США). Высокопроизво-
дительное секвенирование проводили по техно-
логии Ion Torrent на платформе Ion GeneStudio S5 
System (Thermo Fischer Scientifi c, США). Для пер-
вичной подготовки библиотеки фрагментов ис-
пользовались наборы Ion Xpress™ Plus Fragment 
Library Kit and Ion Xpress™ Barcode Adapter 1–96 
Kit. Для автоматической подготовки матрицы ис-
пользовались Ion Chef System, а также Ion 510 ™ 
& 520 ™ & Ion 530 ™ Chip Kit. Контроль качества 
полученных прочтений проводили в программе 
FastQC v0.11.9. Для обработки данных и сборки 
необработанных коротких прочтений генома 
de novo использовали Ion Torrent Suite software 
package 5.12, Newbler gsAssembler 2.6, Unicycler 
v0.4.9 [6, 7]. Определение и анализ VNTR и 
CRISPR-локусов осуществляли с помощью ав-
торских программ на языке программирования 
python v3.10 (модули библиотек pandas, Biopython 
[8]). Однонуклеотидные полиморфизмы выяв-
ляли путем выравнивания контигов на штамм 
CO92 (NCBI AL590842.1) с помощью программы 
snippy 4.6 с последующим удалением 28 гомопла-
зий [9–11]. Филогенетическую реконструкцию 
на основе 1353 SNPs, идентифицированных в 
коровом геноме 53 штамма Y. pestis, осущест-
вляли методом Maximum Likelihood (модель 
нуклеотидных замен GTR, 500 бутстреп-реплик) 
[12] с использованием программы gubbins 3.3 [13]. 
Средний размер собранных геномов составил 
~4,5 м.п.н., средняя глубина покрытия была 50×, 
среднее содержание %GC равнялось 47,5%.
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Результаты и их обсуждение
В данной  работе  изучено  24 штамма 

Y. pestis, выделенных от носителей и переносчи-
ков на территории УЭППО с 1945 по 1990 гг. в 
различные периоды эпизоотической активности 
и 22 штамма с сопредельных территорий, в том 
числе 6 штаммов из Волго-Уральского степного 
очага чумы (№15), 6 штаммов из Волго-Ураль-
ского песчаного очага чумы (№ 16), 3 штамма из 
Урало-Уильского степного очага чумы (№ 17), 
2 штамма из Предустюртского пустынного 
очага чумы (№ 19) и 4 штамма из очагов Се-
верного Приаралья. Штаммы были получены 
от человека (6), от верблюда (2), от S. pygmaeus 
(3), от R. opimus (16), от M. tamariscinus (1), от 
M. meridianus (3), от C. laeviceps (2), от клещей 
без определения (2), от N. setosa (1), от блох без 
определения (3), от X. scrjabini (3).

Анализ биохимических свойств показал, 
что все исследованные штаммы обладали 
типичным фенотипом средневекового био-
вара основного подвида возбудителя чумы: 
ферментировали глицерин и арабинозу и были 
негативны по редукции нитратов и утилизации 
рамнозы.

На первом этапе нами был проведён анализ 
VNTR-локусов 24 штаммов Y. pestis из УЭППО 
для оценки разнообразия генотипов и вариа-
бельности локусов. Наиболее вариабельными 
оказались локусы ms46 (7 аллелей) и ms62 
(6 аллелей). В число вариабельных локусов 
также вошли ms56, ms70, ms71 и ms74, пред-
ставленные в трех различных аллелях. Дис-
криминационный индекс Симпсона составил 
0.948, что свидетельствует о высокой раз-
решающей способности данных локусов для 
дифференцирования популяций возбудителя 
чумы с исследуемой территории. Также нами 
было проведено сравнение CRISPR-элементов, 
которые отвечают за иммунную систему бак-
терий и могут сохранять в себе информацию о 
прошлых интервенциях фагов. Сравнение про-
водилось по трем CRISPR-локусам: YPa, YPb и 
YPc. Внутри очага никаких отличий выявлено 
не было. Размер YPa составил 305 п.н., размер 
YPc – 321 п.н., следует отметить, что локус YPb 
отсутствовал у всех штаммов из этого очага.

Для проведения филогенетической ре-
конструкции использовались 45 штаммов 
Y. pestis, выделенных на территории природ-
ных очагов чумы Северо-Восточного Прикас-
пия за период 1925–1990 гг. Полногеномное 
секвенирование проводилось для 22 штаммов 

из УЭППО, остальные были секвенированы 
нами ранее. Также в качестве аутгрупп ис-
пользовались 8 штаммов Y. pestis из базы дан-
ных NCBI Genbank: Pestoides A (0.PE4a, NZ_
ACNT00000000), Pestoides F (0.PE2, NC_009381), 
620024 (0.PE7, ADPM00000000), CO92 (1.ORI1, 
AL590842.1), 351001 (2.ANT2, ADPF00000000), 
91 (2.MED2, ADPU00000000), СМСС125002 
(2.MED3, ADQN00000000), C-627 (2.MED0, 
MBSI00000000.1). 

Дендрограмма построена методом WG-
SNP-анализа на основе 1353 SNPs, обнаружен-
ных в коровом геноме 53 штаммов Y. pestis (ри-
сунок). Данные об аутгруппах на дендрограмме 
не приводятся для улучшения визуального 
разрешения филогенетического дерева.

По данным молекулярно-генетического 
анализа и филогенетической реконструкции 
все изученные штаммы средневекового биовара 
представлены 5 филогенетическими ветвями: 
2.MED0 (Центрально-Кавказский высокогор-
ный очаг чумы), 2.MED2 и 2.MED3 (Китай), 
недавно выявленная ветвь 2.MED4, которая по 
данным ретроспективного анализа существо-
вала в Северном Прикаспии в первой половине 
XX в. Штаммы из очагов Северо-Восточного 
Прикаспия, выделенные в период 1945–1990 гг., 
вошли в наиболее молодую ветвь средневеково-
го биовара 2.MED1, которая получила широкое 
территориальное распространение в очагах 
чумы Восточной Европы и Центральной Азии 
(см. рисунок). 

По итогам проведенного филогенетическо-
го анализа установлена популяционная структу-
ра Y. pestis средневекового биовара в УЭППО и 
сопредельных очагах чумы и выявлено 6 фило-
групп, показывающих генетическое родство 
популяций на территории Северо-Восточного 
Прикаспия. Первая филогруппа включает в себя 
два штамма, выделенных в одном году из УЭППО 
и Волго-Уральского песчаного природного 
очагов чумы (ВУППО), относящихся к ветви 
2.MED1. Данная филогруппа относится к оха-
рактеризованному нами раннее SNP-генотипу 
Pricasp 6 [14]. Учитывая, что УЭППО и ВУППО 
являются граничащими между собой очагами, 
а в 1945–1946 гг. в этом регионе отмечалась 
крупная эпизоотия, соотносящаяся с первой 
волной распространения штаммов 2.MED1 на 
территории Северного Прискапия [4], можно 
сделать предположение, что появление этого 
геноварианта в УЭППО произошло вследствие 
заноса из ВУППО. 
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Таблица 1 / Table 1
Штаммы Y. pestis из Урало-Эмбенского пустынный очага чумы, использованные в работе

Y. pestis strains from the Ural- Embensky desert plague focus used in this work

Штамм
Strain

Объект выделения
Object of isolation

Место выделения
Place of isolation

624(478) Camelus species, 1945 г. Казахстан, Атырауская обл.
Kazakhstan, Atyrau region

7702 Spermophilus pygmaeus, 1966 г.
Казахстан, Атырауская обл., лев. бер. р. Урала, 300 с-в г. Гурьева
Kazakhstan, Atyrau region, left bank of the Ural River, 300 s. 
to the town of Guriev

3174 Meriones meridianus, 1966 г. Казахстан, Атырауская обл., лев. бер. р. Урала
Kazakhstan, Atyrau region, left bank of the Ural River

48 Человек / Human, 1966 г. Казахстан, Актюбинская обл.
Kazakhstan, Aktobe region

52 Человек / Human, 1966 г Казахстан, Актюбинская обл.
Kazakhstan, Aktobe Oblas.

А-227 Camelus species, 1967 г. Казахстан, Атырауская обл., Жылыойский р-н, г. Кульсары.
Kazakhstan, Atyrau region, Zhylyojskij district, Kulsary city

1131 Rhombomys opimus, 1968 г. Казахстан, Атырауская обл., лев. бер. р. Урала
Kazakhstan, Atyrau region, left bank of the Ural River

4033 Rhombomys opimus, 1968 г. Казахстан, 19 км от Мунайлинского р-на
Kazakhstan, 19 km from the Munaylinskiy district

6645 Блоха без определения / 
Flea without identifi cation, 1968 г.

Казахстан, 21 км от Мунайлинского р-на
Kazakhstan, 21 km from the Munaylinskiy district

А-1702 Rhombomys opimus, 1971 г. Казахстан
Kazakhstan

А-1781 Rhombomys opimus, 1974 г. Казахстан, Пески Сам, Мангистауская обл.
Kazakhstan, Peski Sam, Mangistau region

М-1451 Rhombomys opimus, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Макатский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makatsk district

М-1452 Rhombomys opimus, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Макатский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makatsk district

М-1453 Rhombomys opimus, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Махамбетский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makhambet district

М-1454 Rhombomys opimus, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Макатский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makatsk district

М-1455 Rhombomys opimus, 1990 г Казахстан, Атырауская обл., Макатский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makatsk district

М-1456 Meriones meridianus, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл.
Kazakhstan, Atyrau region

М-1458 Rhombomys opimus, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Махамбетский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makhambet district

М-1459 Xenopsylla skrjabini, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Махамбетский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makhambet district

М-1460 Xenopsylla skrjabini, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Махамбетский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makhambet district

М-1461 Ceratophyllus laeviceps, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Махамбетский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makhambet district

М-1462 Haemophisalus, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Махамбетский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makhambet district

М-1463 Ceratophyllus laeviceps, 1990 г. Казахстан, Атырауская обл., Махамбетский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makhambet district

М-1464 Блоха без определения /
Flea without identifi cation, 1990 г.

Казахстан, Атырауская обл., Махамбетский р-н
Kazakhstan, Atyrau region, Makhambet district
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Филогенетический анализ 53 штаммов Yersinia pestis из Урало-Эмбенского пустынного очага чумы и сопредельных 
территорий по данным полногеномного секвенирования. Дендрограмма Maximum Likelihood построена на основе 
выявленных в коровом геноме 1353 SNPs с использованием модели GTR с 500 bootstrap-подкреплением. SNPs в 
узлах MN1–MN4 (MN – medieval node) приведены в табл. 2. I–VI – выделенные филогруппы, описываемые в тексте. 

Красной рамкой отмечена группа штаммов из очагов Северного Приаралья (цвет онлайн)
Figure. Phylogenetic analysis of 53 strains of Yersinia pestis from the Ural-Embensky desert plague focus and adjacent 
territories by whole genome sequencing. The Maximum Likelihood dendrogram is based on 1353 SNPs identifi ed in the core 
genome (GTR model) with 500 bootstrap replications. SNPs in nodes MN1-4 (MN – medival node) are presented in the Table 2. 
I–VI – philogroups described in the article. A group of strains from North Aral foci is marked with a red frame (color online)
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Вторая филогруппа включает в себя 4 штам-
ма, выделенных в период с 1968–1974 в УЭППО. 
Они подразделяются на два кластера. Все штам-
мы этой филогруппы относятся к ветви 2.MED1. 
Они выделены во второй половине XX в. от 
основного носителя – большой песчанки. Были 
обнаружены 4 маркерные SNPs характерных для 
этой филогруппы (табл. 2, узел MN1 – 4 SNPs). 
С помощью сравнительного анализа нуклео-
тидных последовательностей коллекционных 
штаммов Y. pestis по выявленным SNPs в узле 
MN1 установлено, что выделенные в этот период 
в УЭППО штаммы относятся ко второй волне 
распространения линии 2.MED1 с территорий 

Мангышлакского (1978 г.) и Устюртского пу-
стынных очагов чумы (1962 и 1975 гг.) в Северо-
Восточный Прикаспий. Согласно данным эпи-
зоотологического и филогенетического анализа, 
эти штаммы являются потомками первой волны 
распространения 2.MED1 в первой половине 
ХХ в. Интересно, что в самом Северном При-
каспии после 1945 г. данный геновариант уже 
не выделялся из-за наступления межэпизооти-
ческого периода. С определенной долей вероят-
ности можно предположить, что активизация 
УЭППО в 1968 г. была вызвана распростране-
нием штаммов ветви 2.MED1 из очагов чумы, 
расположенных на Устюртском плато.

Таблица 2 / Table 2
Маркерные SNPs для филогенетических узлов дендрограммы

Marker SNPs for phylogenetic nodes of dendrogram

Узел
Node

Координаты SNPs по геному CO92 
(AL590842.1)  

SNPs coordinates by CO92 genome 
(AL590842.1)

Замена нуклеотида  
Nucleotide substitution

Локализация
Localization

MN1

472490 G→C Межгенное пространство 
Intergenic space

1424616 G→T bcr

1961220 A→T gltP

4589546 G→A Межгенное пространство 
Intergenic space

MN2 2281966 C→T Межгенное пространство 
Intergenic space

MN3 2958240 C→T Межгенное пространство 
Intergenic space

MN4 2600092 T→C Межгенное пространство  
Intergenic space

В третью филогруппу вошли штаммы, 
вы деленные из очагов Северного Приаралья и 
относящиеся к ветви 2.MED1. В 1960–1970 гг.
прошлого века в связи с изменившимися кли-
матическими условиями и флуктуациями уров-
ня Каспийского моря произошло повышение 
эпизоотической активности и изменение про-
странственно-временной структуры популяций 
Y. pestis, что послужило отправной точкой для 
распространения штаммов ветви 2.MED1 из 
очагов Северного Приаралья в очаги Север-
ного и Северо-Западного Прикаспия, поэтому 
филогруппы 4–6 предположительно являются 
потомками штаммов из очагов Северного При-
аралья [5]. Четвертая филогруппа включает два 
штамма, выделенных в 1986 и 1992 гг. в Волго-
Уральском степном очаге чумы. Оба штамма 

выделены от блох и относятся к SNP-генотипу 
Pricasp 8, подробная характеристика которого 
была дана нами ранее [14]. Пятая филогруппа 
включает в себя 13 штаммов, которые разделя-
ются на два кластера. В малый кластер входит 
3 штамма (MN2 – 1 SNPs), один из которых был 
выделен на территории Северного Приаралья 
(Приаральско-Каракумский пустынный очаг) в 
1959 г., а два других на территории Северо-Вос-
точного Прикаспия (УЭППО) в 1962 и 1966 гг.,
что также свидетельствует об интродукции 
штаммов Северного Приаралья на территорию 
Северо-Восточного Прикаспия и третьей волне 
распространения штаммов 2.MED1. Второй кла-
стер включает в себя 10 штаммов и относится к 
охарактеризованному нами ранее SNP-генотипу 
Pricasp 5 [14]. В шестую филогруппу (MN3 – 1 
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SNPs) вошли 17 штаммов. Доминирующая часть 
изолятов (15 штаммов) выделена на территории 
УЭППО в 1990-е гг. и три штамма выделены в 
период с 1966 по 1968 гг. Также два штамма вы-
делены в Предустюртском пустынном очаге в 
1967 и 1990 гг. По имеющимся данным, эта волна 
распространения ветви 2.MED1 была вызвана 
климатическими изменениями, связанными с 
новым повышением уровня Каспийского моря 
во второй половине ХХ в. Штаммы, которые вы-
делялись в 1990 г. на территории УЭППО, имели 
одну уникальную SNPs (MN4), тем не менее 
данный геновариант внутри себя подразделяется 
на несколько кластеров, отличающихся 1-2 SNPs, 
которые в основном являются уникальными для 
единичных штаммов, что можно связать с ак-
тивными эпизоотическими процессами в очаге, 
которые способствовали внутрипопуляционному 
генетическому разнообразию.

Таким образом, нами проведен комплексный 
молекулярно-генетический анализ штаммов 
Y. pestis, выделенных в различные периоды 
активности УЭППО, методами сравнитель-
ного анализа CRISPR/VNTR локусов, а также 
WG-SNP-анализа и филогенетической рекон-
струкции. Анализ VNTR-локусов выявил, что 
высоковариабельными локусами в данном очаге 
являлись ms46 (7 аллелей) и ms62 (6 аллелей), а 
также ms56, ms70, ms71 и ms74, представленные 
в трех различных аллелях. Анализ CRISPR-
локусов (YP1, YP2 и YP3) не выявил отличий 
между штаммами с территорий УЭППО. Полу-
ченные данные о популяционной структуре 
на основе филогенетической реконструкции 
полногеномных последовательностей штаммов 
Y. pestis, циркулирующих на территории УЭППО 
и сопредельных очагов чумы, в комплексе с 
эпизоотологическими и эпидемиологическими 
сведениями свидетельствуют о наличии трех 
волн распространения филогенетической ветви 
2.MED1 средневекового биовара на территорию 
УЭППО. Первая волна распространения на тер-
риторию УЭППО пришла из Северо-Западного 
и Северного Прикаспия в первой половине ХХ в. 
Далее на территории очагов чумы Северного 
Прикаспия наступил межэпизоотический пери-
од, вызванный климатическими изменениями, 
влиянием антропогенных факторов, что в сово-
купности обусловило изменение биоценотиче-
ской структуры очагов этого региона, падение 
численности носителей и переносчиков и смену 
популяции возбудителя. Активизация УЭППО 
очага после 1966 г. была обусловлена распростра-

нением штаммов Y. pestis ветви 2.MED1 из очагов 
Северного Приаралья (1945 г.). Важно отметить, 
что штаммы возбудителя чумы, выделенные в 
УЭППО в период 1968–1974 гг., имеют близкое 
генетическое родство со штаммами из Мангыш-
лакского (1978 г.) и Устюртского пустынных оча-
гов чумы (1962 и 1975 гг.). Согласно данным эпи-
зоотологического и филогенетического анализа, 
эти штаммы являются потомками первой волны 
распространения 2.MED1 на территории Север-
ного Прикаспия первой половины ХХ в., которые 
после 1945 г. в самом Северном Прикаспии уже 
не выделялись. После межэпизоотического пе-
риода в 1966 г. и в 1968 г. на территории УЭППО 
одновременно циркулировали потомки двух 
разных волн распространения ветви 2.MED1: 
с Устюртского плато и с Северного Приаралья.

Заключение
Полученные данные будут использованы 

для молекулярно-генетической детализации 
паспортизации очагов, в которых циркулирует 
этот высоковирулентный средневековый биовар 
Y. pestis, а также могут повысить эффективность 
эпидемиологического мониторинга на данной 
территории. Выяснение пространственно-вре-
менных закономерностей циркуляции Y. pestis 
важно для понимания функционирования 
природных очагов, составления долгосрочных 
эпидемиологических прогнозов, а также предот-
вращения заноса из эпизоотически активных 
очагов чумы сопредельных стран.
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Биологические свойства почв Надеждинского 
и Северо-Камышанского нефтяных месторождений, 
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Аннотация. Острейшая экологическая проблема во многих регионах России и других странах – загрязнение природной среды неф-
тью и нефтепродуктами. Загрязнение почвы нефтепродуктами может возникнуть при различных аварийных ситуациях в районах 
добычи и переработки нефти, при прорывах нефтепроводов, что вызывает утечку и разливы их на поверхности почвы, а также в 
местах распределения нефтепродуктов. Целью настоящего исследования является изучение биологических свойств почв Калмы-
кии в условиях загрязнения нефтью и нефтепродуктами. В качестве объектов исследования выбраны почвы нефтепромыслов «На-
деждинское» и «Северо-Камышанское», расположенные на территории заказника «Меклетинский». Лабораторно-аналитические 
исследования, а также отбор проб выполнены с использованием общепринятых в биологии и почвоведении методов. Содержание 
нефтепродуктов в почвах нефтепромысла находится в широких пределах – от 0,4 до 12,5%. Между содержанием в почве нефтепро-
дуктов и активностью каталазы и фосфатазы установлена отрицательная корреляционная зависимость. Нефтепродукты оказывают 
негативное воздействие на рост и развитие редиса. Эксплуатация нефтяных месторождений на особо охраняемых природных тер-
риториях приводит к поступлению нефти и нефтепродуктов в окружающую среду. В почвах Калмыкии на территории нефтепро-
мыслов под воздействием загрязнения нефтью и нефтепродуктами происходит ингибирование активности почвенных ферментов, 
кроме того, почвы проявляют высокую степень фитотоксичности по отношению к тест-растениям.
Ключевые слова: Республика Калмыкия, особо охраняемые природные территории, нефтепромыслы, нефтяное загрязнение, заказ-
ник, ферментативная активность, фитотоксичность
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Article
Biological properties of soils of the "Nadedzhdinsky" and "Severo-Kamyshansky" oil fi elds 
located in the territory of the "Mekletsky" reserve
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Abstract. The most acute environmental problem in many regions of Russia and other countries is environmental pollution with oil and 
oil products. Soil pollution with oil products can occur in various emergencies in areas of oil production and processing, when oil pipelines 
break, which causes leakage and spills on the soil surface, as well as in places where oil products are distributed. The purpose of this study 
is to study the biological properties of soils in Kalmykia under conditions of oil and oil products pollution. The soils of the Nadezhdinskoye 
and Severo-Kamyshanskoye oilfi elds located on the territory of the Mekletinsky nature reserve were chosen as the objects of study. Labora-
tory and analytical studies, as well as sampling, were carried out using methods generally accepted in biology and soil science. The content 
of oil products in the soils of the oil fi eld is in a wide range: from 0.4 to 12.5%. A negative correlation was established between the content 
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of oil products in the soil and the activity of catalase and phosphatase. Oil products have a negative impact on the growth and development 
of radishes. The exploitation of oil fi elds in specially protected natural areas leads to the fl ow of oil and oil products into the environment. 
In the soils of Kalmykia on the territory of oil fi elds, under the infl uence of pollution with oil and oil products, the activity of soil enzymes is 
inhibited, in addition, the soils exhibit a high degree of phytotoxicity with respect to test plants.
Keywords: Republic of Kalmykia, specially protected natural areas, oil fi elds, oil pollution, nature reserve, enzymatic activity, phytotoxicity
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Введение
На сегодняшний день на территории Ре-

спублики Калмыкии учтены 30 месторождений 
нефти и газа. Начальные геологические запасы 
нефтепродуктов составляют 202 млн т нефти, 
898,7 млрд м3 газа, 112,6 млн т конденсата [1]. 
Уровень добычи по Республике Калмыкии 
значительно ниже, чем в соседних регионах 
(Волгоградская обл. – более 2,5 млн т, Став-
ропольский край – около 1 млн т, Чеченская 
Республика – более 2 млн т, Дагестан – около 
200 тыс. т) [2–5].

Следует отметить, что предприятия по 
добыче нефти и нефтепродуктов функциони-
руют даже на особо охраняемых природных 
территориях (ООПТ), создавая риски попада-
ния поллютантов в окружающую среду. Так, 
на территориях заповедника «Черные земли» 
и заказника федерального значения «Мекле-
тинский» (рис. 1) в результате аварийных си-
туаций, изношенности оборудования и других 
факторов ежегодно фиксируются случаи раз-
ливов нефти и нефтепродуктов [6]. 

Попадание в почву нефти и нефтепродуктов 
приводит к изменению активности ферментов, 
участвующих в важных биологических про-
цессах, что неоднозначно влияет на азотный, 
фосфорный, серный и углеводный обмен, вы-
зывая изменение активности ряда ферментов, 
нефть и нефтепродукты негативно влияют на 
рост и развитие растений [7–22].

Материалы и методы
Надеждинское и Северо-Камышанское 

нефтяные месторождения расположены в 
центре Черноземельского района Республики 
Калмыкии, в восьми километрах от районного 
центра – пос. Комсомольский. Надеждинское 
нефтяное месторождение находится на терри-

тории заказника «Меклетинский». Почвенный 
покров сложен бурыми полупустынными 
почвами в комплексе с солонцами. Геобота-
ническое обследование данной территории 
показало, что основу травостоя составляют 
злаково-таврическо-сантониннополынные 
сообщества. По данным земельной службы 
Черноземельского района, Надеждинское ме-
сторождение занимает 17,67 га. Часть нефтя-
ных скважин Северо-Камышанского нефтяно-
го месторождения расположена на территории 
Федерального заказника «Меклетинский». 
Почвенный покров представлен песчаными 
разностями в комплексе с солонцами. Основу 
травостоя составляют лебедово-солянково-
сантониннополынные сообщества. Разработ-
ка Надеждинского месторождения начата 
31 июня 1976 г., Северо-Камышанского – с 
1974 г. Недропользователем действующих 
месторождений является ООО «Нефтяная 
компания «ЕвроСибОйл».

В ходе исследования территорий месторож-
дений зафиксировано 20 нефтяных вышек, из 
которых 7 – действующие. Законсервированы 
2 вышки, временно не действуют 12 вышек, так 
как они находятся в процессе ремонта по замене 
станков-качалок на электронасосные системы. 
Координаты местоположения всех нефтяных 
вышек были зафиксированы с помощью нави-
гатора Garmin (табл. 1).

Пробы почв отбирались непосредственно 
у нефтяных вышек, нефтепровода и нефтяных 
разливов. Фоновые образцы были отобраны на 
расстоянии 250–500 м от нефтепромыслов. По-
чвы отбирались с поверхностного слоя 0–20 см 
по общепринятым методикам.

Содержание нефтепродуктов в почве опре-
деляли гравиметрическим методом путем экс-
тракции нефтепродуктов из почв хлороформом 
и гексаном (ПНД Ф 16.1.41-04, 2004).
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Рис. 1. Схема расположения нефтепромыслов на территории заповедника «Черные земли» и заказника «Меклетинский»
Fig. 1. Scheme of the location of oil fi elds on the territory of the «Chernye Zemlya» Reserve and the «Mekletinsky» Reserve

Карта
степного участка государственного природного биосферного заповедника «Черные земли» 

и государственного природного федерального заказника «Меклетинский»

А. А. Булуктаев. Биологические свойства почв нефтяных месторождений
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Таблица 1 / Table 1
Координаты мест отбора почвенных образцов

Coordinates of soil sampling sites

№ Порядковый номер нефтяной вышки /
Serial number of the oil rig

Координаты мест отбора проб /
Sampling site coordinates Статус / Status

Надеждинское нефтегазовое месторождение / Nadezhdinskoye oil and gas fi eld

1 Скважина № 127 / Well No. 127 N45° 25.147’
E46° 01.718’ Действующая / Working

2 Скважина № 37 / Well No. 37 N45° 25.147’
E46° 01.718’ Действующая / Working

3 Скважина № 145 / Well No. 145 N45° 25.566’
E46° 01.131’ Действующая / Working

4 Скважина № 150 / Well No. 150 N45° 25.815’
E46° 00.983’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

5 Скважина № 42 / Well No. 42 N45° 25.908’
E46° 01.413’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

6 Скважина № 126 / Well No. 126 N45° 24.999’
E46° 01.399’ Законсервирована / Stopped

7 Скважина № 137 / Well No. 137 N45° 25.033’
E46° 00.945’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

8 Скважина № 125 / Well No. 125 N45° 24.849’
E46° 01.074’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

9 Скважина № 143 / Well No. 143 N45° 25.202’
E46° 00.202’ Действующая / Working

10 Скважина № 52 / Well No. 52 N45° 25.178’
E45° 59.845’ Действующая / Working

11 Скважина № 131 / Well No. 131 N45° 24.991’
E46° 02.194’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

12 Скважина № 4 / Well No. 4 N45° 25.107’
E46° 02.618’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

13 Скважина № 133 / Well No. 133 N45° 24.892’
E46° 02.552’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

14 Скважина № 135 / Well No. 135 N45° 24.732’
E46° 02.241’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

15 Скважина № 132 / Well No. 132 N45° 24.601’
E46° 01.836’ Законсервирована / Stopped

16 Скважина № 146 / Well No. 146 N45° 25.712’
E46° 01.355’ Действующая / Working

17 Скважина без номера / 
Well without a number

N46° 20.110’
E45° 25.043’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

18 Скважина без номера /
Well without a number

N46° 10.199’
E45° 25.919’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig

Северо-Камышанское нефтяное месторождение / Severo-Kamyshanskoye oil fi eld

19 Скважина № 20 / Well No. 20 N45° 25.997’
E46° 10.703’ Действующая / Working

20 Скважина № 17 / Well No. 17 N45° 26.129’
E46° 10.206’

Временно недействующая / 
Temporarily idle oil rig
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Активность каталазы и дегидрогеназ из-
меряли по методикам Галстяна (Галстян, 1978), 
уреазы – по методу Галстяна (Галстян, 1978), 
фосфатазы – по методу Штефаника, Ярни, Томе-
ску (Stefanic et al., 1965), активность инвертазы 
определяли по А. Ш. Галстяну в модификации 
Ф. Х. Хазиева (Галстян, 1990).

О фитотоксичности почв судили по измене-
нию показателей прорастания семян (всхожесть) 
и интенсивности начального роста проростков 
(длина корней, длина зеленых проростков, 
масса проростков, общая фитомасса) (ГОСТ 
33061-2014, 2015). В качестве тест-объекта был 
использован редис (Raphanus sativus L.) со-
рта «Рубин». Всхожесть семян тест-растений 
определяли в лабораторных условиях на чаш-
ках Петри. Для этого исследуемые (фоновые и 
загрязненные) почвы помещали в чашки Петри 
слоем 1 см, массой 80 г и увлажняли водой. В 
каждую чашку Петри высевали по 20 семян 
исследуемых тест-растений и инкубировали в 
комнатных условиях, по мере необходимости 
почву увлажняли, не допуская пересыхания. 
Через 2 недели после посева растения удаляли, 
определяли длину побегов и корней, затем про-
мывали корни водопроводной водой, высуши-
вали и определяли массу растений. 

Для объединения биологических показа-
телей была использована методика определе-
ния интегрального показателя биологических 
свойств почвы (ИПБС) предложенная С. И. Ко-
лесниковым, К. Ш. Казеевым  и В. Ф. Вальковым 
[23]. Данная методика позволяет оценить сово-
купность биологических показателей. Для этого 
значение каждого из показателей на контроле 
принималось за 100% и по отношению к нему 
в процентах выражались значения, полученные 
в остальных вариантах опыта (в загрязненной 
почве). Затем суммировались относительные 
значения многих показателей, поскольку их аб-
солютные значения не могут быть суммирова-
ны, так как имеют разные единицы измерения. 
Итог был выражен в процентах по отношению 
к контролю. ИПБС был рассчитан по следую-
щим показателям: всхожесть, длина корней, 
активность каталазы, дегидрогеназ, фосфатазы, 
уреазы и инвертазы.

Все варианты лабораторных экспериментов 
закладывали в трех повторностях, а при про-
ведении биотестирования также использовали 
образцы в трехкратной повторности.

Результаты и их обсуждение
Содержание нефтепродуктов в почвах не-

фтепромыслов находится в широких пределах: 

от 0,4 до 12,5%, причем минимальные кон-
центрации нефтепродуктов зафиксированы 
в почвах законсервированных скважин, а 
максимальные – в почвах под нефтяным раз-
ливом. Фоновые образцы почв Надеждинско-
го и Северо-Камышанского месторождений 
имеют следовые значения нефтепродуктов, 
что можно объяснить методом экстракции 
нефтепродуктов. Так, гексан и хлороформ 
растворяют все органические соединения 
почв (прил. 1). Стоит отметить, что актив-
ности исследованных почвенных ферментов 
низкие даже на фоновых участках, что харак-
терно для бурых полупустынных почв Кал-
мыкии, вследствие климатических условий 
(прессинг высоких температур, недостаточ-
ная влажность и скудность растительного 
покрова). 

В работе Ф. Х. Хазиева установлена суще-
ственная трансформация ферментного пула 
черноземов Шкаповского месторождения, 
при загрязнении нефтью и нефтепродуктами. 
Автором доказано, что активность окисли-
тельно-восстановительных и гидролитических 
ферментов ингибируется, однако это зависит от 
концентрации, состава нефтепродукта и срока 
экспозиции поллютанта с почвой [24]. В работе 
С. И. Колесникова и соавторов исследовано 
изменение активности каталазы при действии 
различных доз нефти, в результате авторами 
установлено ингибирование активности ка-
талазы на всех исследуемых почвах, причем 
чем выше концентрация вносимой нефти, тем 
сильнее ингибируется активность каталазы. 
Каталаза, по мнению авторов, является хоро-
шим индикационным ферментом процессов 
окисления нефти [25].

Активность каталазы в фоновых почвах 
исследуемых нефтепромыслов находится в 
пределах 2,36 мл О2 1 г / 1 минуту, при содер-
жании в почве нефтепродуктов 12,5% актив-
ность каталазы ингибируется до 0,23 мл О2 
1 г / 1 мин. При среднем содержании нефти 
в почвах нефтепромысла активность катала-
зы снижается до 1,40 мл О2 1 г / 1 мин, что в 
1,68 раза меньше чем фоновые значения. Вы-
сокая каталазная активность отмечается в 
почвах у законсервированных скважин № 132 
и 126, которые были ликвидированы еще в 
начале 2000-х гг., это может говорить о вос-
становлении в них биологических процессов. 
Между содержанием в почве нефтепродуктов 
и активностью каталазы установлена отрица-
тельная корреляционная зависимость (r = −0,96) 
(рис. 2, a). 
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В работе Л. К. Каримуллина и А. М. Петрова 
показано то, что активность уреазы при загряз-
нении нефтью практически не изменяется, а ее 
вариация определяется как типом почв, так и 
остаточным содержанием в них нефтепродуктов 
[26]. В работе Е. И. Новоселовой и соавторов 
установлено увеличение активности уреазы 
при загрязнении товарной нефтью от 0,39 до 
1,24 мг NH3 при концентрации нефти 25 л/м2. 
Активность инвертазы при нефтяном загрязне-
нии находится на уровне контрольных значений 
независимо от уровня загрязнения [27].

В настоящем исследовании изменения 
активностей уреазы и инвертазы в почвах 
следующие: при относительно низких кон-

центрациях нефтепродуктов (до 2%) в по-
чвах активности этих почвенных ферментов 
увеличиваются, при высоких концентрациях 
(более 2%) активности ингибируются. Фоно-
вые показатели данных ферментов следую-
щие: уреаза – 0,99 мг NH3 10 г / 24 ч; инвер-
таза – 0,36 мг глюкозы на 1 г почвы за 24 ч. 
При максимальной концентрации нефти в 
12,5% в почвах активность уреазы снижается 
до 0,82 мг NH3 10 г / 24 ч, а активность ин-
вертазы снижается до 0,28 мг глюкозы на 1 г 
почвы за 24 ч. У законсервированных скважин 
активность данных ферментов превышает фо-
новые показатели и составляет соответственно 
1,06 мг NH3 10 г / 24 ч и 0,40 мг глюкозы на 

Рис. 2. Корреляционная зависимость между концентрацией нефтепродук-
тов и активностью ферментов (а – каталазы, б – уреазы, в – инвертазы и 
г – фосфатазы) в почвах месторождений в полулогарифмической системе 

координат
Fig. 2. Correlation between the concentration of petroleum products and the activity 
of enzymes (a – catalase, b – urease, c – invertase, d – phosphatase) in the soils of 

the oil fi elds in a semilogarithmic coordinate system
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1 г почвы за 24 ч. Между содержанием в по-
чвах нефтепродуктов и активностями уреазы и 
инвертазы не прослеживается высокой степени 
корреляции, поэтому мы считаем, что данные 
показатели не информативны и не подходят для 
мониторинга аридных территорий, подвержен-
ных загрязнению нефтью и нефтепродуктами 
(см. рис. 2 б, в).

Фоновые почвы характеризуются отно-
сительно невысокой активностью фосфатазы 
0,12 мг P2O5 на 1 г почвы за 1 ч. Фосфатазная 
активность при нефтяном загрязнении снижа-
ется, стоит отметить, что при высоких концен-
трациях нефти в почве фосфатазная активность 
снижается до нулевых значений, исключением 
являются почвы у скважины под № 131 – где 
содержание нефти составляет 1%, однако фос-
фатазная активность ингибируется полностью, 
что, скорее всего, связано с загрязнением почв 
пластовыми и буровыми водами. Активность 
фосфатазы в почвах законсервированных сква-
жин находится на уровне фоновых значений. 
Степень корреляции между содержанием в по-
чвах нефтепродуктов и активностью фосфатазы 
r = −0,62 (см. рис. 2, г).

И. А. Павловым и А. С. Цепляевой прове-
дено исследование фитотоксических свойств 
нефтезагрязненных светло-каштановых и бу-
рых почв Волгоградской области. В результате 
на всех типах исследуемых почв отмечался 
эффект торможения роста стебля и корней са-
лата, редиса и яровой пшеницы, установлено, 
что степень угнетения зависит от их индиви-
дуальных особенностей и типов почв. Для всех 
исследуемых растений можно отметить, что 
высокие концентрации нефти и нефтепродук-
тов задерживают фазы прорастания и развития 
растений [28].

А. А. Околеловой и соавторами доказано, 
что фитотоксичность светло-каштановой по-
чвы Волгоградской области зависит от уровня 
загрязнения нефтепродуктами. Авторами про-
веден лабораторный эксперимент с почвами 
ООО «ЛУКОЙЛ-Волгограднефтепереработка» 
с целью установления их фитотоксических 
свойств, в качестве тест-растения использован 
редис. В результате проведенного исследова-
ния установлено, что на почвах санитарной 
зоны ООО «ЛУКОЙЛ-Волгограднефтепере-
работка», всхожесть семян редиса при кон-
центрации нефти 146,4 мг/кг в 2,5 раза ниже, 
чем на фоновых светло-каштановых почвах, 
а при концентрации загрязнения 347 мг/кг 
всхожесть семян редиса снижается до 1% [18].

Общеизвестно, что нефтяное загрязнение 
почвы приводит к снижению всхожести, умень-
шению длины корней и побегов, а также общей 
фитомассы тест-растений. Однако для расчета 
ИПБС необходимы данные показатели.

Фитотоксические свойства почв нефте-
промыслов Калмыкии при загрязнении неф-
тью и нефтепродуктами не столь очевидны. 
Так, при низких концентрациях нефтяное за-
грязнение может даже стимулировать длину 
корней такого растения, как редис (Raphanus 
sativus L.). В исследуемых почвах происходит 
снижение всхожести в зависимости от кон-
центрации поллютанта. Так, концентрация 
нефтепродуктов 12,5% в почвах привела к 
гибели семян редиса. На почвах законсерви-
рованных скважин всхожесть и показатели 
роста редиса находятся на уровне контрольных 
значений (прил. 2). Зависимость снижения 
всхожести от концентрации нефтепродуктов 
очень высокая и составляет в среднем r = −0,90 
(рис. 3, a).

Установлена высокая корреляционная 
зависимость между концентрацией нефте-
продуктов и длиной побегов и корней редиса 
(r = −0,81 и r = −0,80) (см. рис. 3, б, в). Не-
фтепродукты приводят к торможению роста 
и развития редиса, высокие концентрации 
поллютанта в почве приводят к уменьшению 
длины побегов и корней в 5 раз по сравнению 
с фоновыми значениями. Важным параме-
тром оценки токсичности загрязненных почв 
является фитомасса растений, т. е. продук-
тивность почв. В настоящем исследовании 
доказано, что нефтепродукты в почвах сущест-
венно снижают фитомассу тест-растений (см. 
рис. 3, г).

С. И. Колесников с соавторами предпо-
лагает, что значительного нарушения эколо-
гических свойств почвы не происходит до тех 
пор, пока значение ИПБС не снизится более 
чем на 10%. 

Результаты изменения показателя ИПБС 
в нефтезагрязненных почвах показаны на 
рис. 4. Установлено, что существенное сниже-
ние ИПБС (более чем на 10%) происходило в 
загрязненных почвах уже при минимальном 
уровне загрязнения 0,6%. При максимальной 
дозе нефтепродуктов 12,5% ИПБС сокращает-
ся до 21% по сравнению с контролем. ИПБС 
почв у законсервированных скважин нахо-
дится на уровне фоновых значений (табл. 2).

Таким образом, установлено, что концен-
трация нефти даже 0,6% вызывает снижение 
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Рис. 3. Корреляционная зависимость между концентрацией нефтепродуктов 
и ростом и развитием редиса обыкновенного (а – всхожесть, б – длина по-
бегов, в – длина корней, г – общая фитомасса) на почвах месторождений 
Fig. 3. Correlation between the concentration of oil products and the growth of 
radish (a – germination, b – shoot length, c – root length, d – general phytomass) 

on the soils of oil fi elds
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Fig. 4. Changes in the integral indicator of the biological state of the soil in 
case of oil pollution
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ИПБС почвы более, чем на 10%. Концентра-
ция нефти 3% вызывает снижение ИПБС 
более, чем на 40%. Сокращение ИПБС на 50% 
зарегистрировано при загрязнении нефтью 
почвы в концентрации 7,8%, более чем на 
70% – при концентрации нефтепродуктов в 
почве 12,5%.

Заключение

Исследование нефтепромыслов, распо-
ложенных на ООПТ показало, что почвы не-
фтепромыслов подвергаются значительной 
антропогенной нагрузке. Часть почвенных 
образцов имеет повышенное содержание неф-

тепродуктов и пониженную ферментативную 
активность. Активности каталазы и фосфатазы 
можно использовать как индикаторы нефтяного 
загрязнения почв аридных территорий.

Наиболее информативными показателями 
влияния нефтепродуктов на биологические 
свойства почв являются их фитотоксические 
свойства по отношению к тест-растениям. 
Интегральный показатель биологического со-
стояния почв нефтепромыслов снижается в 
зависимости от уровня загрязнения, и практи-
чески все почвы нефтепромыслов характеризу-
ются значительным нарушением экологических 
свойств.

Таблица 2 / Table 2
Снижение интегрального показателя биологических свойств почв нефтепромыслов

Decrease in the integral index of biological properties of oil fi eld soils

Место отбора / Sampling location Нефтепродукты, % / 
Content of oil products, %

ИПБС, % / Integral indicator 
of the biological state of soils

Фон / Control 0,01 100,00*

У скважины № 132 / Well No. 132 0,40 100,11*

У скважины № 52 / Well No. 52 0,60 93,82*

У скважины № 4 / Well No. 4 0,40 93,24*

У скважины № 126 / Well No. 126 0,60 85,17**

У скважины № 125 / Well No. 125 0,80 84,67**

У скважины № 150 / Well No. 150 1,00 78,80**

У скважины № 42 / Well No. 42 1,00 78,29**

У скважины № 137 / Well No. 137 1,20 76,83**

У скважины № 135 / Well No. 135 1,80 76,57**

У скважины № 127 / Well No. 127 1,60 76,53**

Без номера 2 / Well without a number 1,80 73,62***

У скважины № 133 / Well No. 133 2,00 69,60***

У скважины № 37 / Well No. 37 2,30 67,37***

У скважины № 131 / Well No. 131 1,40 65,32***

У скважины № 17 / Well No. 17 3,20 48,12***

У скважины № 146 / Well No. 146 4,60 47,03***

У скважины № 145 / Well No. 145 4,20 45,26***

Без номера 1/ Well without a number 5,20 40,25***

У скважины № 143 / Well No. 143 6,00 37,62***

У нефтепровода / At the oil pipeline 7,80 26,63***

Под нефтяным разливом / Under an oil spill 12,50 21,29***

Примечание. Доза загрязнения: * – безопасная, **– умеренно опасная, *** – высокая.
Note. Dose of pollution: * – safe, **– moderately dangerous, *** – high degree.
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Аннотация. Изучены политенные хромосомы клеток слюнных желез личинок Ch. plumosus L. 1758, Ch. entis Shobanov 1989, Ch. borokensis 
Kerkis et al. 1988 и Ch. curabilis Beljanina et al. 1990 из 20 водоемов шести природно-территориальных комплексов уральского региона. 
На основе цитотаксономического исследования установлено, что природные комплексы отличаются между собой видовым составом 
группы “plumosus”, соотношением (в %) между видами, теми или иными параметрами цитогенетической изменчивости Ch. plumosus, 
Ch. entis и Ch. borokensis. Обнаружена достоверно более низкая частота встречаемости последовательности хромосомных дисков pluА1.2 
в пределах Уральской равнинно-горной страны (Западный предгорный и Среднеуральский низкогорный районы) по сравнению с при-
родными комплексами на восточных склонах Южного Урала и Западно-Сибирской равнины на стыке с Уральским горным хребтом. По-
пуляции Ch. plumosus Уральской равнинно-горной страны имеют между собой более низкие цитогенетические расстояния по сравнению 
с популяциями Ch. plumosus на восточных склонах Южного Урала и Западно-Сибирской равнины на стыке с Уральским горным хребтом. 
Относительно Ch. entis данные территории отличаются между собой отсутствием в пределах Уральской равнинно-горной страны по-
следовательности хромосомных дисков entА1.2. По цитогенетическим расстояниям популяции Ch. entis на восточных склонах Южного 
Урала и Западно-Сибирской равнинной страны на стыке с Уральским горным хребтом отличаются в большую сторону от популяции 
Ch. entis Уральской равнинно-горной страны, чем между собой. В направлении север – юг следует указать на достоверно более низкую 
частоту встречаемости последовательности хромосомных дисков borВ1.2 в пределах Уральской равнинно-горной страны (Восточный 
подгорный район) относительно природного комплекса с более южным местоположением в пределах Западно-Сибирской равнин-
ной страны (Туринский равнинный район). Для Ch. borokensis впервые подсчитаны межпопуляционные цитогенетические расстояния 
(0.0128±0.0017), отличия по данному показателю между природными комплексами Уральского региона не установлены.
Ключевые слова: род Chironomus, группа “plumosus”, цитогенетическая изменчивость, природно-территориальные комплексы
Для цитирования: Филинкова Т. Н. Цитогенетическая характеристика видов рода Chironomus группы ‘‘plumosus’’ (Diptera, Chironomi-
dae) природно-территориальных комплексов Уральского региона // Известия Саратовского университета. Новая серия. Серия: Химия. 
Биология. Экология. 2023. Т. 23, вып. 4. С. 461–471. https://doi.org/10.18500/1816-9775-2023-23-4-461-471, EDN: YEIHNQ
Статья опубликована на условиях лицензии Creative Commons Attribution 4.0 International (CC-BY 4.0)

Article
Cytogenetic characteristics of species of the genus Chironomus of the group ‘‘plumosus’’ (Diptera, Chironomidae) 
in natural-territorial complexes of the Ural region
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Tatiyana N. Filinкоva, fi link_57@mail.ru, https://orcid.org/0009-0003-2819-8143

Abstract. The polytene chromosomes of the cells of the salivary glands of the larvae of Ch. plumosus L. 1758, Ch. entis Shobanov 1989, Ch. borokensis 
Kerkis et al. 1988 and Ch. curabilis Beljanina et al. 1990 from 20 reservoirs of six natural-territorial complexes of the Ural region were studied. On 
the basis of a cytotaxonomic study, it was established that natural complexes diff er from each other in the species composition of the “plumosus” 
group, the ratio (in %) between species and, certain parameters of cytogenetic variability of Ch. plumosus, Ch. entis and Ch. borokensis. Comparative 
analysis revealed diff erences between groups of natural complexes. A signifi cantly lower frequency of occurrence of sequence of chromosome disks 
pluA1.2 was found within the Ural plain-mountainous country (Western foothill and Middle Ural low-mountain regions) compared with natural 
complexes on the eastern slopes of the Southern Urals and the West Siberian Plain at the junction with the Ural mountain range. Populations of 
Ch. plumosus of the Ural plain-mountain country have lower cytogenetic distances between themselves compared to populations of Ch. plumosus on 
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Введение
Закономерности распространения и рас-

пределения  животных на земной поверхности 
изучает зоогеография. Относительно хирономид 
известно, что имеется несколько голарктических 
видов [1]. Отмечается, что более или менее цир-
кумполярное распространение имеют некоторые 
виды рода Chironomus и что Сибирь и Западная 
Европа близки зоогеографически [2], фауна 
хирономид горного Алтая отличается от фау-
ны хирономид равнинных районов [3] и имеет 
большое сходство с фауной Швейцарских Альп 
и высоких широт [4].

На примере хирономид возможно изуче-
ние не только соответствия видов различным 
природным территориям, но и исследование 
зоогеографических особенностей их кариоти-
пов [5–19]. Виды цитокомплекса pseudothummi 
распространены повсеместно, а виды цитоком-
плекса thummi обитают только в Северном полу-
шарии [5]. Кариофонды палеарктических и не-
арктических видов хирономид, в том числе рода 
Chironomus, сильно различаются по спектру 
палеарктических, неарктических и голарктиче-
ских последовательностей хромосомных дисков 
(ПДХ), что отражает степень их дивергенции [6, 
7]. В Палеарктике цитогенетические расстояния 
у представителей рода Chironomus составляют 
0.047–0.166, в Неарктике – 0.004–0.022, цито-
генетические расстояния между палеаркти-
ческими и неарктическими популяциями го-
ларктических видов оказываются значительно 
выше – 0.699–0.756 [8–11]. Цитогенетический 
мониторинг сибирских популяций хирономид 
показал, что для большинства из них характерен 
более высокий уровень хромосомного полимор-
физма, чем для европейских и в особенности 
неарктических популяций [12]. Высокая сте-
пень гетерозиготности популяций хирономид 

отмечена для водоемов центра европейской 
части России и низкая степень гетерозиготно-
сти популяций установлена по направлению на 
юго-восток и север [13, 14]. В кариофонде видов 
рода Chironomus преобладают палеарктические 
последовательности (в среднем их 62%), при 
этом палеарктические виды более хромосом-
но-полиморфны, чем неарктические [15]. Для 
Ch. plumosus детально охарактеризованы гео-
графические закономерности цитогенетической 
дифференциации популяций на Евразийском и 
Североамериканском континентах [8, 16]. Неар-
ктические популяции Сh. plumosus отличаются 
от палеарктических фиксацией некоторых по-
следовательностей, высокой частотой встреча-
емости в Неарктике ПДХ pluA9, неарктические 
популяции оказались менее полиморфными, 
чем палеарктические по таким показателям, как 
среднее количество ПДХ в популяциях, среднее 
число гетерозиготных инверсий (ГИ) на особь 
и средний процент гетерозиготных личинок в 
популяции [17]. Межпопуляционные расстоя-
ния у Ch. plumosus в Палеарктике составляют 
0.064±0.003, а в Неарктике – 0.020±0.003 [18], 
при этом на примере Ch. plumosus сделан вывод 
об отсутствии связи между географическими и 
цитогенетическими расстояниями между по-
пуляциями [8]. В пределах ареала Ch. plumosus 
в направлении с запада на восток не выявлено 
клинальной изменчивости ни по частоте инвер-
сионных вариантов в хромосомах, ни по уровню 
инверсионного полиморфизма, но с юга на север 
обнаруживается тенденция к замене одних ПДХ 
на другие, альтернативные, например, А11 на 
А22 через гетерозиготное состояние [19]. 

Одним из направлений зоогеографии явля-
ется изучение закономерностей распределения 
животных по ландшафтам и зонам, то есть 
территориям, для которых характерна однород-
ность (или закономерное сочетание) комплекса 

the eastern slopes of the Southern Urals and the West Siberian Plain at the junction with the Ural Mountain Range. With respect to Ch. entis, these 
territories diff er from each other in the absence of sequence of chromosome disks entА1.2 within the Ural plain-mountain country. According to 
cytogenetic distances, the populations of Ch. entis on the eastern slopes of the Southern Urals and the West Siberian Plain country at the junction 
with the Ural Mountain Range diff er more from the population of Ch. entis of the Ural plain-mountain country than among themselves. In the 
north-south direction, it is necessary to indicate a signifi cantly lower frequency of occurrence of sequence of chromosome disks borB1.2 within 
the Ural plain-mountain country (Eastern Podgorny region) relative to a natural complex with a more southern location within the West Siberian 
Plain country (Tura Plain region). For Ch. borokensis the interpopulation cytogenetic distances were calculated for the fi rst time (0.0128±0.0017). 
Diff erences in this indicator between the natural complexes of the Ural region have not been established.
Keywords: genus Chironomus, “plumosus” group, cytogenetic variability, natural-territorial complexes
For citation: Filinкоva Т. N. Cytogenetic characteristics of species of the genus Chironomus of the group ‘‘plumosus’’ (Diptera, Chironomidae) in 
natural-territorial complexes of the Ural region. Izvestiya of Saratov University. Chemistry. Biology. Ecology, 2023, vol. 23, iss. 4, pp. 461–471 (in 
Russian). https://doi.org/10.18500/1816-9775-2023-23-4-461-471, EDN: YEIHNQ
This is an open access article distributed under the terms of Creative Commons Attribution 4.0 International License (CC-BY 4.0)



Биология 463

взаимосвязанных и взаимодействующих компо-
нентов природы, среди которых выделяют веду-
щие компоненты (геолого-геоморфологический и 
климатический) и зависимые от них (вода, почва, 
растительность и животный мир). Район нашего 
исследования расположен на стыке двух частей 
света в пределах Уральского горного хребта, 
Восточно-Европейской и Западно-Сибирской 
равнин, при этом Уральские горы с севера на юг 
пересекают несколько природных зон, а горный 
рельеф создает различия между западными и 
восточными склонами. Все вышеперечислен-
ное привело к появлению в Уральском регионе 
большого разнообразия природно-территори-
альных комплексов. В данной работе шесть 
природно-территориальных комплексов (ПТК) 
Уральского региона сравниваются между со-
бой по видовому составу, соотношению между 
видами (в %) и параметрам цитогенетической 
изменчивости видов рода Chironomus группы 
“plumosus” – Ch. plumosus L. 1758, Ch. entis Sho-
banov 1989, Ch. borokensis Kerkis et al. 1988 и 
Ch. curabilis Beljanina et al. 1990. Виды Ch. plumosus и 
Ch. entis являются голарктическими, Ch. borokensis 
обнаружен только в водоемах России [17, 20], Ch. 
curabilis – в Саратовской, Брянской областях и в 
Северной Болгарии [21–23]. Цель сравнительного 
анализа кариотипов представителей рода Chi-
ronomus группы “plumosus” из водоемов разных 
природно-территоральных комплексов Ураль-
ского региона – обоснование вывода о влиянии 
географического положения водоемов на цито-
генетическую изменчивость исследуемых видов.

Материалы и методы 
Изучены политенные хромосомы клеток 

слюнных желез личинок Ch. plumosus, Ch. en-
tis, Ch. borokensis и Ch. curabilis из 20 водоемов 
Уральского региона с указанием по каждому 
из видов относительного числа (%) изученных 
особей в пробах. Изготовление кариологиче-
ских препаратов производили по этил-орсеи-
новой методике [24]. Хромосомы картировали 
по системе Максимовой [25]. При обозначении 
ПДХ использовали общеизвестную символику: 
plu – это Ch. plumosus, ent – Ch. entis, bor – Ch. boro-
kensis, буквы (A, B, C, D, E, F) обозначают хро-
мосомные плечи, цифры после буквы указывают 
вариант ПДХ гомологов. Сравнительный анализ 
хромосомного и геномного полиморфизма видов 
группы “plumosus” разных природных террито-
рий проводился по целому ряду цитогенетиче-
ских показателей (табл. 1–3). Цитогенетические 

расстояния между популяциями определяли 
по методу Нея [26]. Для сравнения природных 
комплексов между собой использовали среднее 
арифметическое и стандартную ошибку среднего 
для каждого из цитогенетических показателей. 
Анализируемые параметры имеют нормальное 
распределение, поэтому достоверность различий 
устанавливали при помощи критерия t Стью-
дента при уровне доверительной вероятности 
Р = 0.95. При статистической обработке данных 
использовали программы Excel. 

Результаты и их обсуждение 
Согласно картам природных районов и 

ландшафтов [27–29] изученные нами водоемы 
находятся в пределах шести природно-террито-
риальных комплексов (рисунок): 

1) Уральская равнинно-горная страна Запад-
ный предгорный район таежной зоны подзоны 
южной тайги с южнотаежными, широколиствен-
ными-хвойнотаежными ландшафтами темнох-
войных лесов и лесостепными (барьерными) 
ландшафтами возвышенных равнин и увалов 
на осадочных обломочных породах (условное 
обозначение природного комплекса УРГС-ЗП, 
в пределах комплекса исследовано два водоема: 
1 – Бакряжский пруд, 08.05.2006 г., 24.09.2006 г.; 
2 – пруд на территории пос. Бисерть, 15.02.2007 г.); 

2) Уральская равнинно-горная страна Средне-
уральский низкогорный район таежной зоны  под-
зоны южной тайги с таежными ландшафтами 
горных хребтов, увалов и кряжей на метамор-
фических и интрузивных породах (УРГС-СН,
1 – оз. Таватуй, 06.03.1989 г., 16.06.1989 г.; 2 – 
оз. Шарташ, 05.04.1988 г.; 3 – Верх-Исетский 
пруд, 20.02.1989 г.; 4 – Волчихинское в-ще, 
13.03.1989 г., 23.05.1989 г., 30.09.1989 г.);

3) Уральская равнинно-горная страна Вос-
точный подгорный район таежной зоны подзоны 
средней тайги с таежными ландшафтами свет-
лохвойных лесов цокольных равнин и увалов на 
метаморфических и интрузивных породах Север-
ного Урала (УРГС-ВП, 1 – Осиновская старица, 
28.09.2008 г.; 2 – карстовая впадина, 08.08.2009 
г.; 3 – временный водоем, 05.11.2009 г.); 

4) Западно-Сибирская равнинная страна 
Туринский равнинный район таежной зоны под-
зоны средней тайги с таежными ландшафтами 
пологоувалистых полигенетических равнин и 
болотными ландшафтами (ЗСРС-ТР, 1 – пруд 
Юконка, 01.04.2007 г., 05.02.2008 г.; 2 – карьер, 
03.05.2008 г.; 3 – пруд Кряква, 23.11.2008 г.; 
4 – р. Тура, 02.04.2008 г.); 

Т. Н. Филинкова. Цитогенетическая характеристика видов рода Chironomus группы ‘‘plumosus’’ 
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Таблица 2 / Table 2
Цитогенетические расстояния между популяциями Ch. plumosus природно-территориальных комплексов 

Уральского региона (n – количество популяций)
Cytogenetic distances between Ch. plumosus populations of natural-territorial complexes (NTC) of the Ural region 

(n – the number of populations)

ПТК /NTC УРГС-ЗП / 
URGC-ZP 

УРГС-СН / 
URGC-CN 

ЗСРС-ТР / 
ZCRC-TR 

ВСЮУ-ЗСРС / 
VCYUU-ZCRC 

ЗСРС-ЮЗС / 
ZCRC-YUZC 

УРГС-ЗП / URGC-ZP (n = 2) 0.0019 0.0163–0.0555
0.0301 ± 0.0045

0.0155–0.0379 
0.0275 ± 0.0031 

0.0421–0.0720
0.0557 ± 0.0029 

0.0373–0.0658 
0.0516 ± 0.0069 

УРГС-СН / URGC-CN (n = 4) – 0.0032–0.0187
0.0112 ± 0.0022

0.0023–0.0949
0.0355 ± 0.0061

0.0153–0.1019 
0.0476 ± 0.0053

0.0129–0.0964
 0.0486 ± 0.0090

ЗСРС-ТР / ZCRC-TR (n = 4) – – 0.0191–0.0452
0.0287 ± 0.0038

0.0067–0.0659
0.0326 ± 0.0047 

0.009–0.0705
 0.0306 ± 0.0085

ВСЮУ-ЗСРС / VCYUU-ZCRC 
(n = 5) – – – 0.0008–0.0346 

0.0126 ± 0.0034
0.0004–0.0304 
0.0086 ± 0.0033

ЗСРС-ЮЗС / ZCRC-YUZC 
(n = 2) – – – – 0.0029

Таблица 3 / Table 3
Цитогенетические расстояния между популяциями Ch. entis природно-территориальных комплексов 

уральского региона (n – количество популяций)
Cytogenetic distances between Ch. entis populations of natural-territorial complexes (NTC) of the Ural region 

(n – the number of populations)

ПТК / NTC ВСЮУ-ЗСРС / VCYUU-ZCRC ЗСРС-ЮЗС / ZCRC-YUZC 

УРГС-ЗП / URGC-ZP (n = 1) 0.0073–0.0141 0.0101 ± 0.0013 0.0065–0.0115 0.0090 ± 0.0031

ВСЮУ-ЗСРС / VCYUU-ZCRC (n = 5) 0.0005–0.0057 0.0028 ± 0.0007 0.0048–0.0084 0.0071 ± 0.0003

ЗСРС-ЮЗС/ ZCRC-YUZC (n = 2) – 0.0021

Схема расположения природно-территориальных 
комплексов: УРГС-ЗП – Уральская равнинно-горная 
страна Западный предгорный район, УРГС-СН – 
Уральская равнинно-горная страна Среднеуральский 
низкогорный район, УРГС-ВП – Уральская равнинно-
горная страна Восточный подгорный район, ЗСРС-ТР – 
Западно-Сибирская равнинная страна Туринский 
равнинный район, ВСЮУ-ЗСРС – северная подзона 
лесостепная зона на восточных склонах Южного 
Урала и Западно-Сибирской равнинной страны, 
ЗСРС-ЮЗС – Западно-Сибирская равнинная страна в 
ее юго-западном секторе в составе подтаёжной под-

зоны лесной зоны
Fig. Scheme of the location of the natural-territorial com-
plexes: УРГС-ЗП – Ural plain-mountainous country West-
ern foothill region, УРГС-СН – Ural plain-mountainous 
country Sredneuralsky low-mountain region, УРГС-ВП 
– Ural plain-mountainous country Eastern Piedmont 
region, ЗСРС-ТР – West Siberian Plain Country Turin 
Plain Region, ВСЮУ-ЗСРС – northern subzone forest-
steppe zone on the eastern slopes of the Southern Urals 
and the West Siberian plain country, ЗСРС-ЮЗС – West 
Siberian plain country in its southwestern sector as part 

of the subtaiga subzone of the forest zone

Т. Н. Филинкова. Цитогенетическая характеристика видов рода Chironomus группы ‘‘plumosus’’ 
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5) северная подзона лесостепная зона на 
восточных склонах Южного Урала и Западно-
Сибирской равнинной страны (ВСЮУ-ЗСРС, 
1 – оз. Иткуль, 08.04.2008 г.; 2 – оз. Кара-
гуз, 08.03.2008 г.; 3 – оз. Силач, 10.04.2008 г.; 
4 – оз. Агашкуль, 27.06.2006 г.; 5 – оз. Беликуль, 
14.02.2005 г., 20.06.2007 г.);

6) Западно-Сибирская равнинная страна в 
ее юго-западном секторе в составе подтаёжной 
подзоны лесной зоны (ЗСРС-ЮЗС, 1 – оз. Бер-
кут, 14.02.2005 г., 12.03.2006 г.; 2 – оз. Кривское, 
17.05.2006г.).

Личинки Ch. plumosus обнаружены в 5 
природных комплексах, в каждом из них встре-
тились ГИ pluА1.2, pluВ1.2, pluС1.2, pluD1.2; 
в 4 отмечена ГИ pluЕ1.2; самая редкая ГИ pluF1.2 
обнаружена в 2 природных комплексах. В водо-
емах 3 природных комплексов обитают личинки 
Ch. entis, для данных комплексов не установлено 
ни одной общей ГИ Ch. entis. Относительно 
Ch. borokensis сравнивались между собой два 
природных комплекса, в каждом из них отме-
чены ГИ borA1.2, borВ1.2, borD1.2. В одном из 
природных комплексов обнаружены личинки 
Ch. curabilis, имеющие стандартные ПДХ.

В водоемах природного комплекса УРГС-ЗП 
обнаружены личинки Ch. plumosus, Ch. entis и 
Ch. curabilis с явным преобладанием Ch. plu-
mosus. Доля личинок Ch. plumosus в пробах со-
ставляет 83.75–90.84%. По ряду характеристик 
цитогенетической изменчивости Ch. plumosus и 
Ch. entis УРГС-ЗП отличается от других при-
родных комплексов: 

1) от УРГС-СН достоверно отличается более 
низкой частотой встречаемости ПДХ pluВ1.2 
и более высокой частотой встречаемости ПДХ 
pluD1.2; 

2) от ЗСРС-ТР достоверно отличается более 
низкой частотой встречаемости ПДХ pluА1.2; 

3) от ВСЮУ-ЗСРС достоверно отличается 
более низкой частотой встречаемости ПДХ 
pluА1.2, более высокими частотами встречае-
мости ПДХ pluС1.2 и pluD1.2, более высокой 
частотой особей Ch. plumosus с ГИ, более высо-
ким числом ГИ на особь у Ch. plumosus, более 
высокой частотой особей с В-хромосомами у 
Ch. plumosus, наличием ПДХ entА1.7, отсутстви-
ем ПДХ entА1.2 и entС1.2;

4) от ЗСРС-ЮЗС достоверно отличается бо-
лее низкой частотой встречаемости ПДХ pluА1.2, 
более высокими частотами встречаемости ПДХ 
pluС1.2 и pluD1.2, более высоким числом ГИ на 
особь у Ch. plumosus, наличием особей Ch. plu-

mosus с двумя и более ГИ в кариотипе, отсутстви-
ем ПДХ entА1.2, entА1.4 и entА1.5, отсутствием 
В-хромосом у Ch. entis.

В водоемах природного комплекс УРГС-
СН обитают личинки Ch. plumosus и по ряду 
характеристик цитогенетической изменчивости 
Ch. plumosus УРГС-СН отличается от других 
природных комплексов: 

1) отличия от УРГС-ЗП указаны выше; 
2) от ЗСРС-ТР достоверно отличается более 

низкой частотой встречаемости ПДХ pluА1.2; 
3) от ВСЮУ-ЗСРС достоверно отличается бо-

лее низкой частотой встречаемости ПДХ pluА1.2, 
более высокими частотами встречаемости ПДХ 
pluВ1.2 и pluС1.2, более высокой частотой особей 
Ch. plumosus с ГИ, более высоким числом ГИ на 
особь у Ch. plumosus; 

4) от ЗСРС-ЮЗС достоверно отличается бо-
лее низкой частотой встречаемости ПДХ pluА1.2, 
более высокими частотами встречаемости ПДХ 
pluВ1.2 и pluС1.2, более высокой частотой особей 
Ch. plumosus с ГИ, более высоким числом ГИ на 
особь у Ch. plumosus, наличием особей Ch. plu-
mosus с двумя и более ГИ в кариотипе.

В водоемах природного комплекса УРГС-ВП 
обитают личинки Ch. borokensis, популяции ко-
торых цитогенетически достоверно отличаются 
более низкой частотой ПДХ borВ1.2 от таковых 
природного комплекса ЗСРС-ТР. 

В водоемах природного комплекса ЗСРС-ТР 
обитают личинки Ch. plumosus и Ch. borokensis. 
Доля личинок Ch. plumosus в пробах относи-
тельно Ch. borokensis составляет 14.70–92.31%. 
ЗСРС-ТР по ряду характеристик цитогенетиче-
ской изменчивости Ch. plumosus и Ch. borokensis 
отличается от других природных комплексов: 

1) отличия от УРГС-ЗП, УРГС-СН и УРГС-
ВП указаны выше; 

2) от ВСЮУ-ЗСРС достоверно отличается 
более высокими частотами встречаемости ПДХ 
pluС1.2 и pluD1.2, более высокой частотой особей 
Ch. plumosus с ГИ, более высоким числом ГИ на 
особь у Ch. plumosus; 

3) от ЗСРС-ЮЗС отличается наличием осо-
бей Ch. plumosus с двумя и более ГИ в кариотипе.

В водоемах природного комплекса ВСЮУ-
ЗСРС обитают личинки Ch. plumosus и Ch. entis. 
Доля личинок Ch. plumosus в пробах относитель-
но Ch. entis составляет 73.20–90.29%. Следует 
указать, что в одном из водоемов данного при-
родного комплекса в единственном экземпляре 
обнаружена личинка Ch. borokensis, кариотип 
которой имел стандартные ПДХ. ВСЮУ-ЗСРС 
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по ряду характеристик цитогенетической из-
менчивости Ch. plumosus и Ch. entis отличается 
от других природных комплексов:

1)  отличия от УРГС-ЗП, УРГС-СН и ЗСРС-
ТР указаны выше; 

2) от ЗСРС-ЮЗС достоверно отличается 
более высокой частотой особей Ch. plumosus с 
В-хромосомой, наличием особей Ch. plumosus с 
двумя и более ГИ в кариотипе, достоверно от-
личается более высокой частотой встречаемости 
ПДХ entА1.2, более низкой частотой особей 
Ch. entis с ГИ, более низким числом ГИ на особь 
у Ch. entis, наличием ПДХ entС1.2, отсутствием 
ПДХ entА1.4, entА1.5 и entА1.7, отсутствием 
В-хромосом у Ch. entis.

В водоемах природного комплекса ЗСРС-
ЮЗС обитают личинки Ch. plumosus и Ch. entis. 
Доля личинок Ch. plumosus в пробах относитель-
но Ch. entis составляет 40.24–65.56%. ЗСРС-ЮЗС 
по ряду характеристик цитогенетической из-
менчивости Ch. plumosus и Ch. entis отличается 
от других природных комплексов, все отличия 
указаны выше.

Кроме того, в каждом из природных ком-
плексов имеются личинки Chironomus с мак-
симальными частотами встречаемости тех или 
иных ПДХ. Например, в популяциях Chironomus 
УРГС-ЗП наибольшие частоты (0.01 и 0.25) от-
носительно других природных комплексов отме-
чены для ПДХ pluF1.2 и entА1.7 соответственно. 
В УРГС-СН наибольшие частоты (0.45, 0.55 и 
0.13) установлены для ПДХ pluВ1.2, pluС1.2 и 
pluЕ1.2 соответственно. В водоемах УРГС-ВП 
наибольшая частота (0.23) обнаружена для ПДХ 
borA1.2. В ЗСРС-ТР наибольшие частоты (0.50, 
0.31 и 0.31) выявлены для ПДХ pluD1.2, borВ1.2 
и borD1.2 соответственно. В ВСЮУ-ЗСРС наи-
большие частоты (0.41, 0.31 и 0.06) имеют ПДХ 
pluА1.2, entА1.2 и entС1.2 соответственно. В 
ЗСРС-ЮЗС наибольшие частоты (0.16, 0.09 и 0.13) 
обнаружены для ПДХ entА1.4, entА1.5 и entА1.6 
соответственно. 

В четырех природных комплексах (исклю-
чение составляют УРГС-ВП и ВСЮУ-ЗСРС) 
имеются максимальные значения по другим 
показателям цитогенетической изменчивости. 
В УРГС-ЗП отмечена наибольшая частота (0.15) 
особей Ch. plumosus с В-хромосомами. В УРГС-
СН отмечена наибольшая частота (1.00) особей 
Ch. plumosus с ГИ. В ЗСРС-ТР у Ch. plumosus об-
наружено наибольшее число ГИ на особь (1.33), 
наибольшая частотой особей с двумя и более 
ГИ в кариотипе (0.32); у Ch. borokensis – наи-

большая частота (0.5) особей с ГИ, наибольшее 
число ГИ на особь (0.63) и наибольшая частотой 
особей с двумя и более ГИ в кариотипе (0.12). В 
ЗСРС-ЮЗС для Ch. entis отмечены самые высокие 
значения частоты особей с ГИ (0.44), число ГИ 
на особь (0.44) и только в водоемах ЗСРС-ЮЗС в 
кариотипах Ch. entis обнаружены В-хромосомы. 

Сравнительный анализ показал, что в преде-
лах Уральской равнинно-горной страны (Запад-
ный предгорный и Среднеуральский низкогор-
ный районы) отмечены достоверно более низкие 
частоты ПДХ pluА1.2 относительно восточных 
склонов Южного Урала и прилегающих терри-
торий Западно-Сибирской равнины (природные 
комплексы ЗСРС-ТР, ВСЮУ-ЗСРС и ЗСРС-ЮЗС). 
Частота встречаемости ПДХ pluС1.2 в пределах 
Уральской равнинно-горной страны достоверно 
выше по сравнению с восточными склонами 
Южного Урала и прилегающими территориями 
Западно-Сибирской равнины. Данный вывод от-
носится к двум природным комплексам (ВСЮУ-
ЗСРС и ЗСРС-ЮЗС), природный комплекс ЗСРС-
ТР, имеющий более северное местоположение, не 
имеет достоверного отличия по частоте встречае-
мости ПДХ pluС1.2 с природными комплексами 
Уральской равнинно-горной страны. Природные 
комплексы УРГС-ЗП и УРГС-СН, расположенные 
в пределах Уральской равнинно-горной страны, 
достоверно отличаются между собой по двум 
параметрам цитогенетической изменчивости от-
носительно Ch. plumosus. Природные комплексы 
ВСЮУ-ЗСРС и ЗСРС-ЮЗС, расположенные на 
восточных склонах Южного Урала и Западно-
Сибирской равнине, относительно Ch. plumosus 
отличаются между собой так же по двум параме-
трам цитогенетической изменчивости. При этом 
каждый из природных комплексов Уральской 
равнинно-горной страны (УРГС-ЗП и УРГС-СН) 
достоверно отличается от природных комплексов, 
расположенных на восточных склонах Южного 
Урала и Западно-Сибирской равнине (ВСЮУ-
ЗСРС и ЗСРС-ЮЗС), по 5–6 параметрам цитоге-
нетической изменчивости Ch. plumosus. 

Сравнение параметров цитогенетической 
изменчивости Ch. entis природного комплекса 
УРГС-ЗП, расположенного в пределах Ураль-
ской равнинно-горной страны, с комплексами 
на восточных склонах Южного Урала и За-
падно-Сибирской равнине (ВСЮУ-ЗСРС и 
ЗСРС-ЮЗС) относительно Ch. plumosus выяви-
ло обратную картину. Природные комплексы 
ВСЮУ-ЗСРС и ЗСРС-ЮЗС отличаются между 
собой по 8 признакам цитогенетической из-

Т. Н. Филинкова. Цитогенетическая характеристика видов рода Chironomus группы ‘‘plumosus’’ 
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менчивости Ch. entis и по 3–4 признакам от-
личаются от природного комплекса УРГС-ЗП. 

Сравнительный анализ трех природных 
комплексов, расположенных на восточных 
склонах Южного Урала и Западно-Сибирской 
равнине, обнаружил следующее. Из трех ком-
плексов два имеют более южное местоположе-
ние (ВСЮУ-ЗСРС и ЗСРС-ЮЗС) и один – более 
северное (ЗСРС-ТР). Природные комплексы с 
более южным местоположением, как уже отме-
чалось выше, имеют между собой два отличия 
по параметрам цитогенетической изменчивости 
Ch. plumosus, то есть достаточно близки между 
собой. При этом один из них (ВСЮУ-ЗСРС) до-
стоверно отличается по четырем параметрам 
цитогенетической изменчивости от природного 
комплекса с более северным местоположением 
(ЗСРС-ТР). Второй природный комплекс с юж-
ным местоположением (ЗСРС-ЮЗС) отличается 
от природного комплекса с северным местопо-
ложением (ЗСРС-ТР) всего одним признаком 
(отсутствием особей Ch. plumosus с двумя и более 
ГИ в кариотипе). 

Следует отметить, что природные ком-
плексы в пределах Уральской равнинно-горной 
страны (УРГС-ЗП и УРГС-СН) отличаются от 
природных комплексов, расположенных на вос-
точных склонах Южного Урала и Западно-Си-
бирской равнине (ВСЮУ-ЗСРС и ЗСРС-ЮЗС) по 
5–6 параметрам цитогенетической изменчивости 
Ch. plumosus и всего по одному параметру от 
природного комплекса ЗСРС-ТР, расположенного 
в пределах Западно-Сибирской равнины, но с 
более северным местоположением.

Анализ цитогенетических расстояний 
между популяциями Ch. plumosus (см. табл. 2) 
обнаружил, что данный показатель в преде-
лах природного комплекса УРГС-ЗП заметно 
ниже цитогенетических расстояний между 
популяциями УРГС-ЗП и популяциями из дру-
гих природно-территориальных комплексов 
(УРГС-СН, ЗСРС-ТР, ВСЮУ-ЗСРС, ЗСРС-ЮЗС). 
Аналогичный вывод следует и относительно 
природного комплекса УРГС-СН (см. табл. 2). 
Таким образом, природные комплексы УРГС-ЗП 
и УРГС-СН, расположенные в пределах Ураль-
ской равнинно-горной страны, имеют отличия 
по цитогенетическим расстояниям как между 
собой, так и с природными комплексами Ураль-
ского региона, находящимися на восточных 
склонах Южного Урала и Западно-Сибирской 
равнине (ЗСРС-ТР, ВСЮУ-ЗСРС, ЗСРС-ЮЗС), 
которые, в свою очередь, между собой не име-

ют отличий по цитогенетическим расстояниям 
между популяциями Ch. plumosus. В целом по 
Уральскому региону межпопуляционные цитоге-
нетические расстояния Ch. plumosus составляют 
0.0008–0.1019 (0.0301±0.0020), что укладывается 
в пределы изменчивости данного признака Ch. 
plumosus Европы и Сибири, а именно 0.001–0.780 
(0.164±0.015) [8], но оказываются ниже меж-
популяционных расстояний Ch. plumosus для 
Палеарктики (0.064±0.003) [18].

Цитогенетические расстояния между по-
пуляциями Ch. entis (см. табл. 3) природного 
комплекса ВСЮУ-ЗСРС ниже, чем аналогичные 
показатели между популяциями ВСЮУ-ЗСРС 
и популяциями других природных комплексов 
(УРГС-ЗП, ЗСРС-ЮЗС). По данному параметру 
ВСЮУ-ЗСРС (восточные склоны Южного Урала 
и Западно-Сибирская равнинная страна) больше 
отличается от УРГС-ЗП (Уральская равнинно-
горная страна), чем от ЗСРС-ЮЗС (Западно-
Сибирская равнинная страна в ее юго-западном 
секторе). Цитогенетические расстояния между 
популяциями Ch. entis природного комплекса 
ЗСРС-ЮЗС меньше, чем с популяциями из 
других природных комплексов (см. табл. 3). Раз-
ница по цитогенетическим расстояниям между 
популяциями Ch. entis ЗСРС-ЮЗС (Западно-
Сибирская равнинная страна в ее юго-западном 
секторе) и УРГС-ЗП (Уральская равнинно-гор-
ная страна) больше, чем с популяциями Ch. 
entis ВСЮУ-ЗСРС (восточные склоны Южного 
Урала и Западно-Сибирская равнинная страна). 
В целом по Уральскому региону межпопуляци-
онные цитогенетические расстояния Ch. entis 
составляют 0.0005–0.0141 (0.0060±0.0007), что не 
противоречит литературным данным, согласно 
которым цитогенетические расстояния между 
природными популяциями Ch. entis варьируют 
от 0.001 до 0.231 (0.107±0.019) [10].

Для Ch. borokensis нами впервые были по-
считаны межпопуляционные цитогенетические 
расстояния и они составили в природном ком-
плексе УРГС-ВП 0.0076–0.0191 (0.0117±0.0037), 
в природном комплексе ЗСРС-ТР – 0.0152–0.0198 
(0.0170±0.0014) и между популяциями двух 
сравниваемых природных комплексов – 0.0005– 
0.0204 (0.0118±0.0024). Таким образом, по цито-
генетическим расстояниям между популяциями 
Ch. borokensis в Уральском регионе отличия не 
обнаружены. В целом по Уральскому региону 
межпопуляционные цитогенетические рассто-
яния Ch. borokensis изменяются от 0.0005 до 
0.0204 (0.0128±0.0017).
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Заключение
Исследованные природно-территориаль-

ные комплексы отличаются видовым составом 
группы “plumosus”, соотношением (в %) между 
видами, все природные комплексы, в водо-
емах которых отмечены личинки Ch. plumosus, 
отличаются между собой по тем или иным 
параметрам цитогенетической изменчивости 
Ch. plumosus; аналогичные выводы существует 
относительно Ch. entis и Ch. borokensis. Уста-
новлена достоверно более низкая частота встре-
чаемости ПДХ pluА1.2 в пределах Уральской 
равнинно-горной страны по сравнению с при-
родными комплексами на восточных склонах 
Южного Урала и Западно-Сибирской равнине 
на стыке с Уральским горным хребтом. Кроме 
того, популяции Ch. plumosus природных ком-
плексов, расположенных в пределах Уральской 
равнинно-горной страны, между собой имеют 
более низкие цитогенетические расстояния по 
сравнению с популяциями Ch. plumosus при-
родных комплексов, находящихся на восточных 
склонах Южного Урала и Западно-Сибирской 
равнине. Относительно Ch. entis данные терри-
тории отличаются между собой отсутствием в 
пределах Уральской равнинно-горной страны 
ПДХ entА1.2. По цитогенетическим расстояни-
ям популяции Ch. entis природных комплексов, 
расположенные на восточных склонах Южного 
Урала и Западно-Сибирской равнинной стране, 
в большую сторону отличаются от популяции 
Ch. entis природного комплекса в пределах 
Уральской равнинно-горной страны, чем между 
собой. В направлении север – юг следует указать 
на достоверно более низкую частоту встречае-
мости ПДХ borВ1.2 в популяциях природного 
комплекса УРГС-ВП относительно более южной 
территории (природный комплекс ЗСРС-ТР). 
На основании проведенного сравнительного 
анализа целого ряда показателей цитогенетиче-
ской изменчивости считаем возможным сделать 
вывод о влиянии географического положения 
водоемов на цитогенетическую изменчивость 
изученных нами видов. 
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Аннотация. В данной работе была проведена ферментативная реакция обесцвечивания водного раствора красителя бромфенолового 
синего в присутствии пероксида водорода и пероксидазы, содержащейся в корнеплодах хрена обыкновенного (Armoracia rusticana), ре-
диса (Raphanus sativus var. radicula), репы желтой (Brassica napobrassica), дайкона (Raphanus sativus), редьки черной (Raphanus sativus ‘Niger’), 
редьки зеленой (Raphanus) либо кочерыжке капусты белокочанной (Brassica capitata). Реакцию проводили при начальном содержании 
красителя 25,1 мкМ, концентрации пероксида водорода 0,4 мМ, при t = 24°С и рН 4,01, в качестве источника пероксидазы использовали 
кожуру различных овощей, вводя ее в реакцию без предварительного выделения фермента. При использовании отходов хрена, редь-
ки черной, капусты белокочанной, репы удается достигнуть 95% степени обесцвечивания красителя в его водном растворе. Рассчитаны 
максимальная скорость и константы Михаэлиса ферментативной реакции методом линеаризации в координатах Лайнуивера – Берка. 
Показано, что функционирование ферментного комплекса, содержащегося в кожуре редьки черной, сохраняется при повышении тем-
пературы от 23 до 40°С.
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Введение
Загрязнение воды красителями является 

одной из серьезных экологических проблем, 
даже в небольших количествах красители су-
щественно снижают прозрачность природной 
воды. Красители обычно используются в пище-
вой, косметической, кожевенной, текстильной, 
бумажной и пластмассовой промышленностях. 
Например, при окрашивании в процессе тек-
стильной обработки происходит значительная 
потеря красителя (до 50%), который затем по-
падает в водные объекты в составе сточных вод. 
Методы обнаружения и устранения загрязнений 
от красителей постоянно совершенствуются 
[1]. Наличие недостатков у физико-химических 
методов разрушения красителей вызвало инте-
рес исследователей по всему миру к разработке 
альтернативных экономически эффективных и 
экологически чистых способов обезвреживания. 
Так, было показано, что в присутствии пероксида 
водорода пероксидаза хрена окисляет широкий 
спектр органических субстратов. Красители, 
содержащиеся в сточных водах, могут быть 
эффективно удалены с использованием перок-
сидазы хрена [2–6]. 

В настоящее время корни хрена обыкно-
венного (Armoracia rusticana) служат основ-
ным источником пероксидазы. В работах [7, 8] 
подробно изучена деструкция органических 
красителей в присутствии пероксида водорода 
с участием коммерческой пероксидазы хрена. 
Однако следует учитывать, что стоимость 
коммерческой пероксидазы достаточно высока, 
поскольку процедуры её выделения и очистки 
требуют дополнительных затрат, и это является 
существенным недостатком [9]. В связи с этим 
изучение применения растительных пероксидаз 
является актуальной задачей. В работе [10] для 
сравнительной оценки проводилась экстракция 
пероксидазы из различных растительных объ-
ектов: кабачков, репы, капусты, редиса красного, 
цветной капусты и картофеля. Авторы показали, 
что среди овощей наибольшая активность на-
блюдается у пероксидазы репы (Brassica rapa) 
в реакции обесцвечивания азокрасителя Конго 
красный. В оптимизированных условиях удалось 
достигнуть полного обесцвечивания реакцион-
ной смеси через 16 мин. Встречаются публи-
кации с использованием для различных целей 
пероксидазы из менее изученных растительных 
объектов, таких как табак [11, 12], сладкий карто-
фель [13], стебли брокколи [14], краснокочанная 
капуста [15], цитрусовые растения [16]. Ранее 

нами была изучена ферментативная реакция 
красителя бромфенолового синего с перокси-
дом водорода в присутствии коммерческого 
препарата пероксидазы, а также пероксидазы, 
экстрагированной из корней хрена [17].

Чаще всего для деструкции органических 
поллютантов используется коммерческий препа-
рат пероксидазы либо пероксидаза, предваритель-
но экстрагированная из частей различных рас-
тений. Представляет интерес сокращение стадии 
экстракции в процессе подготовки фермента для 
ферментативной деструкции органических ве-
ществ, однако такие публикации нам неизвестны.

Целью настоящей работы являлась оценка 
потенциала отходов различных овощей как 
источников пероксидазы, используемой в про-
цессе обесцвечивания раствора бромфенолового 
синего в присутствии пероксида водорода, без не-
обходимости выделения ферментного комплекса 
из состава овоща. 

Материалы и методы 
В данной работе в качестве источника пе-

роксидазы использовали отходы корнеплодов 
хрена (Armoracia rusticana), редиса (Raphanus 
sativus var. radicula), дайкона (Raphanus sativus 
subsp. acanthiformis), редьки черной (Raphanus 
sativus ‘Niger’), репы желтой (Brassica napobras-
sica), редьки зеленой (Raphanus) и кочерыжку 
капусты белокочанной (Brassica capitata). Для 
экспериментов использовали счищенную ко-
журу овощей, предварительно промытых дис-
тиллированной водой от остатков почвы.

В качестве модельного красителя использо-
вали бромфеноловый синий (БФС, регистрацион-
ный номер CAS 115-39-9) квалификации «ч.д.а.» 
без дополнительной очистки. 

Обесцвечивание раствора красителя осу-
ществляли при температуре 24оС и рН 4,01 (фта-
латный буферный раствор). В водный раствор 
объемом 25 мл БФС с концентрацией 25,1 мкМ 
помещали 0,5 г кожуры корнеплодов одного из 
овощей. Реакцию инициировали добавлением 
0,1 мл 0,1 М раствора пероксида водорода. По-
сле перемешивания регистрировали спектры 
поглощения в интервале длин волн 350–700 нм 
c использованием спектрофотометра Specord 
Analytik Jena 200 plus. 

Эффективность удаления красителя (Э), 
определяли по формуле:

Э = 
С0 – Сt

С0
∙ 100% ,
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Из табл. 1 видно, что фермент, содержа-
щийся в кожуре корнеплодов разных овощей, в 
сочетании с пероксидом водорода катализирует 
обесцвечивание водного раствора БФС с раз-
личной эффективностью. При использовании 
пероксидазы хрена окисление протекает наиболее 
эффективно, примерно 95% красителя обесцвечи-
вается в течение 10 мин. В присутствии кожуры 
редьки черной обесцвечивание раствора красите-
ля также протекало достаточно быстро, тогда как 

отходы дайкона и редиса позволяли достигнуть 
сопоставимого эффекта лишь через трое суток.

Для характеристики ферментативных ре-
акций обычно применяют максимальную ско-
рость Vm и константу Михаэлиса KM. Для рас-
чета данных величин определяли зависимость 
начальной скорости реакции от концентрации 
субстрата, при этом концентрацию бромфено-
лового синего в растворе варьировали от 10,2 
до 53,2 мкМ при постоянных значениях кон-

где С0 – начальная концентрация красителя, 
Сt – концентрация красителя в момент времени t.

Концентрацию красителя определяли по 
оптической плотности раствора в максимуме по-
глощения λ = 592 нм, l = 1 см, используя значение 
ε592=3,4·104 л/моль·см. 

Для проведения исследований при повышен-
ных температурах использовали лабораторный 
термостат суховоздушный ТС-1/20 СПУ.

Результаты и их обсуждение 
Для оценки вклада возможных сорбционных 

процессов в обесцвечивание раствора красителя 
процесс осуществляли в присутствии только рас-
тительных материалов без участия пероксида во-
дорода. Через 2 ч процесса в присутствии отходов 
корнеплодов репы степень обесцвечивания БФС 
составила 10%, хрена и капусты – 7%, дайкона 

и редьки черной – 4%, редиса, редьки зеленой – 
1%, эти значения соответствуют максимальной 
адсорбции красителя на поверхности кожуры 
овощей, которая впоследствии не изменялась в 
течение трех суток. 

В присутствии пероксида водорода и 
фермента, содержащегося в кожуре корня хре-
на, наблюдалось значительное уменьшение 
интенсивности поглощения раствора БФС при 
длине волны 592 нм, как показано на рис. 1. Это 
соответствует снижению концентрации краси-
теля в его водном растворе.

На рис. 2 показано снижение интенсивности 
поглощения раствора БФС в присутствии 
пероксида водорода и отходов капусты. Эф-
фективность обесцвечивания красителя в при-
сутствии отходов всех изученных овощей пред-
ставлена в табл. 1.

Рис. 1. Спектры поглощения раствора БФС 25,1 мкМ 
в присутствии отходов хрена, m (отходов) = 0,5 г, 
С(Н2О2) = 0,4 мМ, t = 24 °С, рН 4,01 за различное время 

реакции, мин: 1 – исходный; 2 – 1; 3 – 10
Fig. 1. UV-vis spectra of aqueous Bromophenol blue dye 
solution 25,1 μМ in the presence of horseradish waste, 
m(waste) = 0,5 g, С(Н2О2) = 0,4 mМ, t = 24 оС, рН 4,01 
for different reaction times, min: 1 – original; 2 – 1; 

3 – 10

Рис. 2. Спектры поглощения раствора БФС 25,1 мкМ 
в присутствии отходов капусты, m (отходов) = 0,5 г, 
С(Н2О2) = 0,4 мМ, t = 24°С, рН 4,01 за различное время 
реакции, мин: 1 – исходный; 2 – 5; 3 – 10; 4 – 30; 5 – 60; 

6 – 180 
Fig. 2. UV-vis spectra of aqueous Bromophenol blue dye solu-
tion 25,1 μМ in the presence of cabbage waste, m(waste) = 0,5 g, 
С(Н2О2) = 0,4 mМ, t = 24 °С, рН 4,01 for different reaction 
times, min: 1 – original; 2 – 5; 3 – 10; 4 – 30; 5 – 60; 6 – 180
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                                                                                                                      Таблица 1 / Table 1 
Степень обесцвечивания БФС в присутствии растительных отходов: 

С(БФС) = 25,1 мкМ, С(Н2О2) = 0,4 мМ, m(отходов) = 0,5 г, рН 4,01, t = 24°С
The degree of decolorization of Bromophenol blue dye in the presence of plant waste: 

C(BPB) = 25,1 μМ, С(H2O2) = 0,4 mM, m(waste) = 0,5 г, рН 4,1, t = 24°С

Овощная культура  
Vegetable culture

Время, t 
Time, t

Степень удаления, %  
Degree of removal, %

Хрен 
Armoracia rusticana 10 мин / min 95

Черная редька 
Raphanus sativus ‘Niger’ 1 ч / h 88

Репа 
Brassica napobrassica 3 ч / h 73

Капуста 
Brassica capitata 3 ч / h 76

Зеленая редька 
Raphanus 1 сутки / day 50

Дайкон 
Raphanus sativus 3 суток / days 68

Редис 
Raphanus sativus var. radicula 3 суток / days 73

центрации пероксида водорода, массы отходов 
овощей и pH. Параметры ферментативной 
реакции определялись методом линеаризации 
уравнения Михаэлиса – Ментен в координатах 
Лайнуивера – Берка. Для учета возможных раз-

личий, связанных со степенью зрелости, особен-
ностями хранения, сортовыми различиями овощ-
ных культур определяли параметры процесса 
деструкции с использованием трех различных 
образцов овощей. Результаты приведены в табл. 2.

Таблица 2 / Table 2 
Кинетические параметры ферментативной деколоризации раствора БФС 

в присутствии растительных отходов: С(Н2О2) = 0,4мМ, m(отходов) = 0,5 г, рН 4,01, t = 24°С
Kinetic parameters of enzymatic decolorization of Bromophenol blue dye in the presence of plant waste: 

С(H2O2) = 0,4 mM, m(waste) = 0,5 г, рН 4,01, t = 24°С

Параметры 
Parameters 

Vm, мM·мин–1 / 
Vm, mM·min–1

KM, мM 
Km, mM

№ образца / Sample number

1 2 3 1 2 3

Хрен /
Armoracia rusticana 0,345 0,073 0,021 0,346 0,094 0,097

Черная редька /
Raphanus sativus ‘Niger’ 0,068 0,044 0,105 0,38 0,051 0,183

Капуста /
Brassica capitata 0,005 0,031 0,002 0,039 0,709 0,008

Репа /
Brassica napobrassica 0,033 0,167 0,046 0,128 0,204 0,086

Зеленая редька /
Raphanus 0,001 0,013 0,006 0,04 0,115 0,022

Редис /
Raphanus sativus var. radicula 0,009 0,014 0,019 0,281 0,034 0,409

Дайкон /
Raphanus sativus 0,011 0,009 0,107 1,68 0,031 0,168
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По данным табл. 2 видно, что для хрена 
максимальная скорость составляет наибольшее 
значение, для зеленой редьки – наименьшее, 
что свидетельствует о высокой активности 
пероксидазы в кожуре корня хрена. Однако 
следует иметь в виду, что наблюдаемое разли-
чие вполне могло возникнуть из-за различного 
содержания фермента в изученных овощных 
культурах. Анализ данных табл. 2 показывает, 
что для каждого овоща параметры процесса 
деколоризации меняются при применении 
различных образцов, что, вероятно, объясня-
ется различием условий и времени хранения 
овощей, а также циклом развития овощных 
культур [18]. Однако сохраняется закономер-
ность, выявленная ранее: в среднем эффектив-
ность использования корня хрена в изучаемом 
процессе выше эффективности применения 
растительного материала корнеплодов других 
овощей. Следовательно, отходы корнеплодов 
хрена, а также репы и редьки черной могут 
служить потенциальными источниками перок-
сидаз, которые способствуют эффективному 
обесцвечиванию сточных вод.

Известно, что температура – это существен-
ный фактор, оказывающий влияние на скорость 
ферментативных реакций. Пероксидаза отно-
сится к достаточно термоустойчивым фермен-
там, даже при нагревании до 85°С активность 
пероксидазы хрена сохраняется на 50% [19]. 
Изучение зависимости активности пероксидазы, 
выделенной из топинамбура, от температуры 
показывает, что максимальная активность фер-
мента проявляется при 30°С [20]. 

В настоящей работе проводили реакцию 
ферментативного обесцвечивания красителя в 
присутствии кожуры редьки черной при раз-
личных температурах. Кинетические кривые из-
менения концентрации бромфенолового синего, 
полученные при различных температурах, по-
казаны на рис. 3. Следует отметить, что влияние 
температуры изучали при более высокой концен-
трации субстрата, чем сопоставление активности 
различного растительного материала, с целью 
минимизации влияния концентрационных из-
менений. Указанная концентрация отвечала 
выходу графика Михаэлиса – Ментен на плато, 
параллельное оси абсцисс. 

Рис. 3. Кинетические кривые обесцвечивания БФС 37,2 мкМ в присутствии редьки 
черной, С(Н2О2) = 0,4 мМ, m (отходов) = 0,5 г, рН 4,01 при различных температурах: 

1 – 50°С; 2 – 40°С; 3 – 30°С; 4 – 24°С 
Fig. 3. Kinetic curves of decolorization of aqueous Bromophenol blue dye solutions 
37,2 μМ in the presence of black radish, С(H2O2) = 0,4 mM, m (waste) = 0,5 g, рН 4,01, 

at different temperatures: 1 – 50°С; 2 – 40°С; 3 – 30°С; 4 – 24°С

Полученные результаты показывают, что при 
повышении температуры до 40°С ферментативная 
реакция протекает с высокой эффективностью, 
при этом степень обесцвечивания красителя 

составляет около 95%. При повышении темпе-
ратуры до 50°С степень обесцвечивания БФС 
уменьшается до 68%, что, по-видимому, связано 
с разрушением активных центров фермента.
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Выводы
Изучена возможность использования от-

ходов различных овощей (кожуры корня хрена, 
редиса, черной редьки, дайкона, зеленой редьки 
и кочерыжки капусты) как источника перокси-
дазы в ферментативной реакции обесцвечивания 
бромфенолового синего. Окисление протекает 
с высокой эффективностью при использовании 
кожуры хрена и редьки черной, в этих случаях 
удается достигнуть деколоризации водного рас-
твора красителя более чем на 88%, что может 
стать альтернативой биодеградации. 

Определены кинетические параметры из-
учаемой реакции. Показано, что функциониро-
вание ферментного комплекса, содержащегося в 
кожуре редьки черной, сохраняется при повыше-
нии температуры от 23 до 40°C, причем степень 
удаления красителя достигает 96%. 
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Аннотация. Отражены данные по круглогодичным исследованиям городской популяции 
кряквы в Саратове, позволяющие оценить состояние и изучить факторы, влияющие на ее 
формирование. Представлена оценка численности популяции кряквы в зимние периоды 
2020–2023 гг. Показано, что численность отрицательно коррелирует с морозами и осадка-
ми, а между количеством людей, подкармливающих уток, и численностью крякв имеется 
статистически значимая положительная связь. Оценивается состояние зимующей и гнез-
дящейся популяции по индексу синантропизации, скорости и пути проникновения вида в 
урбанизированные ландшафты, определена стадия формирования городской популяции 
в Саратове. Выделяются адаптации кряквы к жизни в городских условиях и их влияние 
на экологию вида в целом. Подчеркивается необходимость дальнейших исследований 
влияния урбанизации на экологию кряквы и пользу этого вида для городской экосистемы. 
Отмечается важность мониторинга динамики численности для его адаптации к городской 
среде и поддержания устойчивости всей популяций. Кроме того, статья предоставляет 
основу для дальнейших исследований городской популяции кряквы и может являться 
ценным источником информации для разработки местных программ по управлению име-
ющимися ресурсами уток, обитающих в парковой зоне города.
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Abstract. The article refl ects data on year-round studies of the urban mallard population in Saratov, allowing the assessment of the condition 
and the study of the factors infl uencing its formation. An estimate of the mallard population in the winter periods of 2020–2023 is presented. It 
is shown that the number negatively correlates with frosts and precipitation, and there is a statistically signifi cant positive relationship between 
the number of people feeding ducks and the number of mallards. The state of the wintering and nesting population is assessed according to the 
index of synanthropization, the rate and path of penetration of the species into urbanized landscapes, and the stage of formation of the urban 
population in Saratov is determined. Adaptations of mallards to life in urban conditions and their impact on the ecology of the species as a whole 
are highlighted. The article emphasizes the need for further research on the impact of urbanization on mallard ecology and the benefi ts of this 
species for the urban ecosystem. The importance of monitoring population dynamics for its adaptation to the urban environment and maintain-
ing the stability of the entire population is noted. In addition, the article provides a basis for further studies of the urban mallard population 
and can be a valuable source of information for the development of local programs for managing the available resources of ducks living in the 
park area of the city.
Keywords: Anas platyrhynchos, wintering, nesting, dynamics, synanthropization, Saratov
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Введение
Кряква (Anas platyrhynchos Linnaeus, 1758) 

является одним из самых распространенных и 
многочисленных видов водоплавающих птиц 
в мире. Её популяция в Европе оценивается в 
2,8–4,6 млн пар, в европейской части России, по 
последним оценкам, гнездится 70–1400 тыс. пар 
[1, 2]. Благодаря своей пластичности вид про-
являет значительную тенденцию к синантро-
пизации, так как в городах создаются хорошие 
условия для зимовки благодаря большому ко-
личеству антропогенной пищи, более высоким 
зимним температурам и меньшему давлению 
хищников [3]. В начале XX в. этот вид зимовал 
во многих городах Центральной Европы [4, 5], од-
нако в то время наблюдались только небольшие 
стаи или одиночные птицы. В настоящее время 
тысячи особей ежегодно зимуют в различных 
европейских городах [6–8]. Формирование город-
ских популяций этого вида в европейской части 
России происходило во второй половине ХХ в. 
и сопровождалось образованием устойчивых 
оседлых гнездовых и зимовочных популяций 
на незамерзающих участках естественных и 
искусственных водоёмов [9–12 и др.]. Самые 
многочисленные зимние скопления кряквы на-
ходятся в г. Москве. Здесь постоянные зимовки 
вида сформировались в конце 1970-х гг. по мере 
развития города с образованием не замерзающих 
зимой водоемов. Учёты, проведенные в 1981 г., 
выявили в г. Москве 12 тыс. зимующих крякв 
[13]. В 2015 г. в этом городе зимовало около 30 
тыс. уток [14]. Появление и увеличение в зимний 
период крякв наблюдается во всех крупных горо-
дах европейской части России. За восемь лет про-
ведения среднезимних учётов водоплавающих 
птиц в рамках акции «Серая шейка» (с 2015 г.) 
суммарная численность кряквы в тридцати горо-
дах России выросла с 49,3 до 75,6 тыс. птиц [15]. 

В Саратове постоянные зимовки кряквы 
наблюдаются с 2011 г., за 11 лет её численность 
стремительно увеличилась. В первые годы фор-
мирования зимовочных скоплений в Городском 
парке им. М. А. Горького насчитывалось от 10 
до 20 особей. В зимние периоды 2020–2023 гг. 
зарегистрировано более тысячи особей. При 
этом максимальные показатели отмечались с 
наступлением холодов и постепенным замерза-
нием водоемов.

Увеличение численности зимующих уток 
вследствие перехода части особей к оседлому 
образу жизни является одним из факторов смены 
естественных условий обитания на городские. 
Кроме того, появление оседлых популяций 
кряквы ведет к возрастанию количества раз-
множающихся особей на городских водоемах, 
а полное отсутствие охотничьего пресса в разы 
увеличивает успешность размножения данного 
вида [16, 17]. 

В целом формирование городских по-
пуляций птиц в каждом регионе зависит от 
особенностей местного урбанизационного 
процесса, соотношения темпов роста основы 
агломерации и степени развитости сети более 
мелких населённых пунктов за пределами 
крупных городов [18]. Это определило цель на-
шего исследования: изучить факторы, опреде-
ляющие формирование и состояние городской 
популяции кряквы в Саратове в различные 
сезоны года.

Материалы и методы
Изучение городской популяции кряквы в 

Саратове осуществлялось нами круглогодич-
но в 2020–2023 гг. В ходе проведения зимних 
исследований производился маршрутный и 
точечный учет зимующих крякв в Городском 
парке культуры и отдыха им. М. А. Горького 
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г. Саратова, на незамерзающих участках аквато-
рии Волгоградского водохранилища. При учете 
в городском парке отмечались места скопления 
уток, производилась фотосъемка для дальнейше-
го точного подсчета особей и изучения половой 
структуры в стаях. Наблюдения за численностью 
проводились раз в пентаду, а также выполнялись 
внеплановые посещения в дни резкой смены 
температурного режима и выпадения осадков с 
фиксацией погодных условий. Оценивалась ин-
тенсивность питания, выраженная в количестве 
людей, кормящих птиц в час [19].

Во время летних учетов, которые велись на 
территории городского парка и прудов Кировско-
го и Ленинского районов города, фиксировались 
гнездящиеся самки, количество птенцов в вы-
водках, возраст которых определяли по шкале, 
разработанной американскими орнитологами и 
модифицированной Ю. А. Исаковым [20]. Сроки 
вылупления птенцов и откладки первого яйца 
самками определяли методом обратного отсчета, 
исходя из возраста птенцов и принимая средний 
срок насиживания за 28 дней. Успешность раз-
множения оценивали по числу утят в выводке 
с момента появления выводка и до подъема на 
крыло [9].

Для оценки степени приспособления птиц к 
соседству с человеком для гнездящихся и зиму-
ющих крякв был рассчитан простейший индекс 
синантропизации по формуле, предложенной 
А. Г. Резановым [21], при помощи которого мо-
жет быть определена степень синантропности 
той или иной популяции вида, а также вну-
трипопуляционной группировки и отдельной 
гнездовой пары:

Is = Σr / Σmax ≤ 1,
где Σr – общая сумма полученных баллов по кри-
териям; Σmax – сумма максимально возможных 
(потенциальных) баллов.

Кроме этого, для выяснения скорости и 
путей проникновения кряквы в городские ме-
стообитания г. Саратова использована шкала си-
нантропизации, стадии от нулевой до четвертой 
(с некоторыми модификациями), разработанная 
польским орнитологом Л. Томялойч [22] при из-
учении городской популяции вяхиря (Columba 
palumbus): 

стадия 0. Исходное состояние – гнездова-
ние на водоемах, отдаленных от человеческих 
поселений;

стадия 1. Фаза начальной синантропизации. 
Гнездование малого количества птиц на перифе-
рийных водоемах городов. Появление единич-
ных пар на обширных слабоурбанизированных 
водоемах крупных городов; 

стадия 2. Гнездование на городских прудах 
и в парках выше, чем на водоёмах за пределами 
населённых пунктов;

стадия 3. Частое гнездование на водоемах с 
постоянным посещением человеком, довольно 
частое в городских парках;

стадия 4. Повсеместное и довольно много-
численное гнездование на городских водоемах и 
очень многочисленное в городских парках.

Проверку гипотез о нормальности распре-
деления выборок проводили с использованием 
критерия Шапиро – Уилка (W). Все выборки 
по местам скопления уток не имели значимо-
го отклонения от нормального распределения 
(P > 0.08). Поэтому для характеристики вы-
борок применяли методы описательной стати-
стики (средняя арифметическая, стандартная 
ошибка (SE), размах варьирования (min – max). 
Перечисленные показатели устанавливали для 
интегральных выборок, стратифицированных 
по типу дня недели («рабочий»: понедельник – 
пятница; «выходной»: суббота и воскресенье). 
Значимость различия между средними для этих 
интегральных выборок устанавливали методом 
одномерного дисперсионного анализа (one-way 
ANOVA) по F-критерию Фишера (дисперсии 
были гомогенны: тест Ливена, P > 0.08).

Согласованность варьирования перемен-
ных устанавливали методом корреляционного 
анализа (коэффициент регрессии Пирсона, r). 
Линейность связи между ними проверяли по 
F-критерию Фишера. При наличии статисти-
чески значимого линейного тренда строили 
модели методом простой линейной регрессии. 
Статистическую значимость коэффициентов 
модели (угловой коэффициент и свободный член) 
оценивали по t-критерию Стьюдента. Гипотезу о 
значимости различий между линейными моде-
лями при стратификации выборок по типу дня 
недели проверяли методом ковариационного 
анализа (ANCOVA). Гомогенность угла накло-
на линий регрессии оценивали по F-критерию 
Фишера. Статистическую обработку материала 
проводили в пакетах программ PAST 4.09 [19]. 

Результаты и их обсуждение
Встречи кряквы в черте г. Саратова в зим-

ний период известны с начала 1980-х гг. Так, 
С. Н. Варшавский с соавторами [23] указывает на 
встречи в феврале 1981 г. на р. Волге у г. Саратова 
стаи из 400 крякв, преимущественно селезней. В 
1990-е гг. известны случаи зимовки небольших 
групп уток на водоемах, образованных теплыми 
промышленными водами в Ленинском и Завод-
ском районах, а также в месте сброса сточных вод 
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Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Химия. Биология. Экология. 2023. Т. 23, вып. 4

Научный отдел482

из городского коллектора в районе автомобиль-
ного моста между городами Саратов–Энгельс 
через Волгоградское вдхр. [24]. Однако массовый 
характер зимовки вида приобрели во втором де-
сятилетии 2000-х гг. в Городском парке культуры 
и отдыха им. М. А. Горького. 

В первые годы формирования зимовочных 
скоплений в городском парке (2010–2011 гг.) на-
считывалось от 10 до 20 особей. В зимний период 
2020/2021 гг. зарегистрировано более тысячи 

особей. При этом максимальные показатели от-
мечались с наступлением холодов и постепенным 
замерзанием большего числа водоемов, в данном 
сезоне – в середине–конце января. 

В 2020 г. окончательное формирование 
зимовки в парке произошло во второй декаде 
ноябре (рис. 1). Наибольшее число птиц в этом 
месяце отмечено 17.11.20 – 922 особи, в этот же 
день была зарегистрирована первая минусовая 
температура в данном месяце.

Рис. 1. Формирование зимовки кряквы в городском парке в ноябре–декабре 2020 г. (цвет онлайн)
Fig. 1. Formation of mallard wintering in the city park in November–December 2020 (color online)

Рис. 2. Изменение численности кряквы в зависимости от температурных показателей в период 
декабрь 2020 г. – февраль 2021 г. (цвет онлайн)

Fig. 2. The change in the number of mallards depending on temperature indicators in the period December 
2020 – February 2021 (color online)
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Наибольшее количество уток в исследуемый 
зимний период 20/21 гг. было зафиксировано 

23.02.21 – 1262 особи (рис. 2). Температурный 
показатель в этот день достиг отметки в −23,5°С. 
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В марте большинство уток покидает парк, 
направляясь к местам размножения, однако с 
понижением температуры до −15°С 11.03.2020 

г. численность уток резко возросла, составив 
1066 особей, а затем вновь стабилизировалась 
(рис. 3).

Рис. 3. Изменение численности кряквы в городском парке в феврале – марте 2021 г. (цвет онлайн)
Fig. 3. The change in the number of mallards in the city park in February – March 2021 (color online)
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В осеннее-зимний период 2021–2022 гг. 
численность кряквы в городском парке Саратова 
возросла по сравнению с сезоном предыдущего 
года. Отметку в 1000 особей удалось зафиксиро-

вать уже в октябре (рис. 4), а к февралю макси-
мальное число уток составило около 1300 особей, 
при этом ощутимого понижения температуры 
воздуха (ниже −10°С) не наблюдалось (рис. 5). 
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Рис. 4. Формирование зимовки кряквы в городском парке в октябре–ноябре 2021 г. (цвет онлайн)
Fig. 4. Formation of mallard wintering in the city park in October–November 2021 (color online)
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В январе 2022 г. численность уток менялась 
в пределах не более 30 особей, в феврале количе-
ство крякв постепенно сокращалось, вероятно, 
с более частым появлением положительных 
температур (см. рис. 5). 

В зимний период 2022–2023 гг. произошло 
незначительное снижение численности уток 
в парке: максимальное число особей было за-

фиксировано 14 января, составив 1069 уток 
(рис. 6). Однако в последующий период (вторая 
половина января – февраль) количество уток 
в парке постепенно уменьшалось до 749–687 
особей. В начале марта в парке оставалось 
590–450 крякв. Данное явление может быть 
связано с относительно теплой и малоснежной 
зимой.

Рис. 6. Динамика максимальной численности кряквы в городском парке в 2020–2023 гг.
Fig. 6. Dynamics of the maximum number of mallards in the city park in 2020–2023

Рис. 5. Изменение численности кряквы в зависимости от температурных показателей в декабре 
2021 г. – феврале 2022 г. (цвет онлайн)

Fig. 5. The change in the number of mallards depending on temperature indicators in December 
2021 – February 2022 (color online) 
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Распределение уток по водоемам городско-
го парка в зимний период носит неравномерный 
характер. Основными факторами являются 
наличие и стабильность подкормки, а также 
присутствие открытой воды.

Наличие постоянной подкормки со сто-
роны человека оказывает влияние как на рас-
пределение уток по территории парка, так и на 
их количество в целом (табл. 1). Так, в будние 
дни утки преимущественно концентрируются 
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в местах с наибольшей проходимостью челове-
ка: у входов в городской парк и по постоянным 
маршрутам людей, в то время как в выходные 
дни распределение кряквы больше зависит от 
наличия открытой воды, что связано с тем, что в 
это время посещаемость парка выше, и люди не 
просто следуют через городской парк, а прихо-
дят сюда специально, в том числе кормить птиц.

Таблица 1 / Table 1 
Численность уток (среднее значение) 

и количество людей, осуществляющих подкормку 
в выходные и рабочие дни

The number of ducks (average value) 
and the number of people feeding on weekends 

and working days

Тип дня недели
Type of day of the week

MN, чел.
MN, hum.

DN, ос.
DN, sp.

Рабочий 
Workday

8 ± 1
3 – 16

169 ± 16
53 – 389

Выходной
Weekend

8 ± 1
2 – 18

150 ± 18
58 – 296

F
P

0.001
0.97

0.62
0.43

Примечание. В числителе – средняя арифметиче-
ская и стандартная ошибка (SE), в знаменателе – размах 
варьирования (min – max).

Note. In the numerator – the arithmetic mean and 
standard error (SE), in the denominator – the range of 
variation (min – max).

При этом отсутствуют статистически зна -
чимые различия при парном сравнении коли-
чества людей, участвовавших в кормлении 
уток в рабочие и выходные дни, а также между 
количеством уток в эти дни (см. табл. 1). По-
этому вполне естественным представляется 
отсутствие различий между регрессионными 
моделями, связывающими эти параметры, по-
лученными раздельно для двух категорий дней 
недели (ANCOVA: углы наклона линий регрес-
сии гомогенны, F = 0.11, P = 0.74). Результаты 
ковариационного анализа позволяют перейти к 
построению интегральной модели без страти-
фикации выборок по типу дня недели.

Применение корреляционного анализа 
показало согласованное варьирование между 
количеством людей, принимавших участие 
в кормлении уток, и численностью кряквы 
(r = 0.87, t = 13.22, P < 0.0001). При реализации 
регрессионного анализа установлен линей-
ный характер связи между переменными и 
значимость модели в целом (F1,54 = 174.66, 
P < 0.0001), а также статистическая значимость 
коэффициента регрессии (табл. 2).

Таблица 2 / Table 2
Коэффициенты регрессионной модели, 

связывающей количество людей, 
принимающих участие в кормлении уток, 

и численностью крякв на участках подкормки
Coeffi cients of a regression model linking the number 
of people taking part in feeding ducks and the number 

of mallards at feeding sites

Коэффициенты
Coeffi cients B ± SE t54 P

Intersept 18.82 ± 10.91 1.72 0.09

b 18.44 ± 1.40 13.22 <0.0001

Стандартизированные остатки модели 
распределены нормально (в их распределении 
отсутствуют выраженный паттерн, а также от-
сутствуют значения, отклоняющиеся от предска-
занных более, чем на 3 стандартных отклонения), 
а влиятельных наблюдений не обнаружено (дис-
танция Кука намного меньше 1). На основании 
вышеуказанного есть основания признать пара-
метры модели валидными.

Анализ коэффициентов модели указывает, 
что между количеством людей, подкармли-
вающих уток, и численностью крякв имеется 
статистически значимая положительная связь: с 
увеличением значения предиктора на единицу, 
численность крякв возрастает на 18 особей. По-
лученная модель объясняет более 75% дисперсии 
фактических данных (R2 = 0.76) (рис. 7).

При установлении постоянных минусовых 
температур полыньи на акваториях Волго-
градского водохранилища замерзали, лишая 
уток естественного корма, в результате птицы 
в дневное время перемещались на пруды го-
родского парка, где оказывалась подкормка со 
стороны людей. 

Расчет коэффициента корреляции (рис. 8) 
показал, что численность отрицательно кор-
релирует с морозами и осадками, вероятно, 
это связано с уменьшением площадей откры-
той воды и количеством посетителей парка, 
оказывающих подкормку птицам. Места концен-
трации уток при низких температурах (−15–20°С) 
располагаются на участках, прилегающих к 
выходам и местам с наибольшей подкормкой от 
населения. Птицы размещаются небольшими 
группами, в которых преобладают самцы, или 
парами, некоторые из которых переходят к осед-
лому образу жизни.

Смягчение зимних условий в результате 
урбанизации позволило успешно зимовать сна-
чала отдельным особям, а затем группам разной 
численности, поскольку кряквы, остающиеся 
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зимой на незамерзающих участках водоемов 
средних широт, привлекают перелётных птиц, 
за счет чего количество зимующих особей 
быстро увеличивается [9]. Увеличение числен-

ности зимующих уток вследствие перехода 
части особей к оседлому образу жизни явля-
ется одним из факторов смены естественных 
условий обитания на городские. Кроме того, 

Рис. 7. Влияние количества людей, осуществляющих подкормку кряквы (MN, чел.), 
на количество уток (DN, ос.) в местах их скопления

Fig. 7. The infl uence of the number of people feeding mallards (MN, people) on the number 
of ducks (DN, os.) in the places of their accumulation
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Рис. 8. Влияние температуры воздуха (°С) на количество уток (ос.) в местах их 
скопления

Fig. 8. The effect of air temperature (°С) on the number of ducks (os.) in places of their 
accumulation
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появление оседлых популяций кряквы ведет 
к возрастанию количества размножающихся 
особей на городских водоемах, а полное отсут-
ствие охотничьего пресса в разы увеличивает 
успешность размножения данного вида.

В гнездовой период 2021 г. на водоемах 
городского парка, прудах Кировского и Ленин-
ского районов г. Саратова (Зеркальный, Мона-
хов, Семхоз, Андреевские пруды) нами было 
зафиксировано 21 выводок, с общим количе-
ством птенцов 74 особи, в 2022 г. – 24 выводка с 
86 птенцами. Количество птенцов в одном 
выводке колебалось от 1 до 12 шт., в среднем 
5 особей. При этом выживаемость птенцов (ко-
личество выживших до момента поднятия на 
крыло) составила более 70% ежегодно. 

Городская популяция г. Саратова находится 
на третьей стадии формирования, когда заметно 
частое гнездование на водоемах с постоянным 
посещением человеком, довольно частое в го-
родских парках. Индекс синантропизации для 
гнездящийся в г. Саратове популяции крякв со-
ставляет 0.50, в зимний период – 0.94.

При урбанизации изменяется не только 
численность птиц, но и их поведение и экология. 
Адаптации кряквы к жизни в городе, рядом с 
человеком, разнообразны. Прежде всего к ним 
относятся изменение типа питания и способы 
добычи пищи, сезонные и суточные перелеты, 
переход к дневному образу жизни, смещение 
и растянутость сроков размножения, а так-
же толерантность к человеку. На территории 
городских водоемов дистанция вспугивания 
зимой составляет 0.5–3 метра, в то время как 
летом расстояние увеличивается до 10 метров. 
В естественной среде дистанция вспугивания 
составляет 100–150 м. 

Заключение
Урбанизация кряквы (за последнее деся-

тилетие) на территории Саратовской области 
происходит достаточно быстро. Обилие и 
доступность кормов антропогенного проис-
хождения – важнейший фактор увеличения 
зимующих и гнездящихся крякв в населенных 
пунктах, хорошая защищенность от неблаго-
приятных факторов (ветра, низких температур, 
большого числа хищников) объясняет суще-
ствование крупных зимовок кряквы в европей-
ской части России, в том числе и в Саратовской 
области, а отсутствие охотничьего пресса – хо-
рошую вероятность выживаемости выводков.

Численность уток в городском парке Са-
ратова отрицательно коррелирует с морозами 
и осадками, вероятно, это связано с уменьше-

нием площадей открытой воды и количеством 
посетителей парка, оказывающих подкормку 
птицам. Между количеством людей, подкарм-
ливающих уток, и численностью крякв имеется 
статистически значимая положительная связь: с 
увеличением значения предиктора на единицу, 
численность крякв возрастает на 18 особей.

Согласно рассчитанным индексам си-
нантропизации наиболее приспособленным к 
антропогенному ландшафту является зиму-
ющая популяция кряквы, наименее приспо-
собленным – гнездящаяся, которая с опаской 
приближается к человеку, особенно самки с 
птенцами. 
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