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Д. В. Шахно, В. С. Солдатов1

Институт физико-органической химии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

КАРБОКСИЛЬНЫЙ ИОНИТ НА ОСНОВЕ ПОЛИАКРИЛОНИТРИЛЬНОГО ВОЛОКНА 
КАК ПОТЕНЦИАЛЬНЫЙ КОМПОНЕНТ ПИТАТЕЛЬНЫХ СУБСТРАТОВ  

ДЛЯ РАСТЕНИЙ

Определены параметры кислотности и тип функциональных групп аминокарбоксильного полиамфолита с пре- 
имущественным содержанием карбоксильных групп, полученного на основе промышленного полиакрилонитриль- 
ного волокна (Панион-110). Предложен алгоритм определения типа функциональных групп из кривых титрования 
при разных концентрациях фонового электролита. На основании теоретической модели рассчитаны кривые титро- 
вания при концентрациях фонового электролита, соответствующих почвенным и питательным растворам для ра- 
стений. Сделан вывод о пригодности данного ионита в качестве компонента волокнистого ионообменного субстрата 
для растений – носителя иона калия.

Ключевые слова: ионный обмен, волокнистый ионит, потенциометрическое титрование, моделирование ионного 
обмена.

D. V. Shakhno, V. S. Soldatov

Institute of Physical Organic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

A CARBOXYLATE ION EXCHANGER BASED ON POLYACRYLONITRILE FIBER  
AS A POTENTIAL COMPONENT OF NUTRIENT SUBSTRATES FOR PLANTS

The acidity parameters and type of functional groups of the aminocarboxylate polyampholyte with prevailing carboxyl-
ate groups prepared from an industrial polyacrylonitrile fiber (Panion-110), have been determined. An algorithm for deter-
mining the type of functional groups based on the potentiometric titration data at different concentrations of the background 
electrolyte, has been proposed. Titration curves were calculated for the background electrolyte concentrations corresponding 
to soil and nutrient solutions for plants. It has been concluded that the ion exchanger is suitable as a component of the ion  
exchanging fibrous substrate for plants, carrying potassium ions.

Keywords: ion exchange, fibrous ion exchanger, potentiometric titration, ion exchange simulation.

Волокнистые ионообменные материалы нашли широкое применение в качестве фильтров 
для отчистки воды и воздуха [1, 2]. Синтез и свойства их различных вариантов описаны в лите-
ратуре [3–5]. Они производятся в Российской Федерации и Республике Беларусь под названиями 
Вион-КН-1, Фибан К-5 и Панион-110. 

Ионнообменные материалы давно используются в качестве носителей отдельных питатель- 
ных элементов [6] или среды для выращивания растений [7–9]. Однако волокнистые иониты по-
ка не нашли применения в данной области. В нашей лаборатории установлена возможность ис-
пользования этих ионитов в качестве волокнистого катионообменного компонента питательных 
сред для выращивания растений [10]. Такие субстраты предназначены для использования в усло-
виях невесомости или переменной ориентации модулей для выращивания растений [11]. Однако 
имеющихся в литературе данных о кислотно-основных свойствах этих ионитов недостаточно 
для разработки научно обоснованного способа получения таких субстратов. В частности, не из-
вестна количественная взаимосвязь между содержанием в ионите биогенных ионов от их кон-
© Шахно Д. В., Солдатов В. С., 2017



8 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2017. № 2. С. 7–14 

центрации в питательном растворе и pH равновесного раствора. Для дальнейшего использова-
ния волокнистых ионитов в качестве субстрата для растений необходимы такие данные в интер-
вале суммарной концентрации 10–5–10–2 экв/л и pH в интервале 4,5–8. Такие составы являются 
типичными для питательных и почвенных растворов.

В данной работе приводятся экспериментальные данные о зависимости содержания в ионите 
ионов K+ от pH и концентрации KNO3 в растворах, равновесных с ионитом. На примере данного 
ионита описывается метод получения зависимостей f(x,C) = pH в математическом виде, позволя-
ющий сделать расчет состава раствора и ионита из параметров кислотности, определенных  
из данных потенциометрического титрования ионитов при высоких концентрациях солевого 
фона. Этот метод основывается на теоретической концепции, описанной в работе [12]. Ионит 
Панион-110 выбран в качестве объекта исследования в связи с его доступностью и относительно 
невысокой стоимостью.

Экспериментальная часть. Ионит Панион-110 производства ООО «ИМТ-Фильтр» (РБ) содер-
жит карбоксильные и слабоосновные группы различного состава. Его полная катионо- и ани- 
онообменная емкость составляет 5,2 и 0,9 мэкв/г соответственно. Набухание ионита в H+-OH–- 
и K+-формах равно 0,48 и 1,18 г/г. Ионит получен на основе ПАН волокна нитрон производства 
Новополоцкого ПО «Полимир». Его мономерный состав: акрилонитрил – 92,5%, метилакрилат – 
6,0%, итаконовая кислота – 1,5% [13]. Ионит использовался в виде шпателя с 0,3 текс (эффектив-
ный диаметр филамента ~20µ).

Процесс получения ионита заключается в гидразидировании исходного волокна для прида- 
ния ему сетчатой структуры с последующим гидролизом NaOH нитрильных групп до карбо- 
ксильных. Наличие анионообменных групп обусловлено гетероциклическими поперечными 
мостиками и продуктами побочных процессов взаимодействия гидразина с нитрильной группой, 
приводящими к образованию групп R-C(NH)-NH2 и -C(O)-NH-NH2. Таким образом, Панион-110 
является полиамфолитом, преимущественно содержащим карбоксильные группы [2].

Кривые потенциометрического титрования получены методом одной навески в варианте, 
детально описанном в работе [14]. Титрованию подвергали образцы ионита, предварительно 
кондиционированные пятикратной обработкой растворами NaOH и HCl и отмытые дистиллиро- 
ванной водой до pH 6,2. Образцы не содержали Na+- и Cl–-ионов. Титрование проводилось 1М 
раствором KOH или HNO3. Титрант добавляли в суспензию ~0,5 г ионита в 30 мл раствора фоно-
вого электролита KNO3. Титрант содержал KNO3 в концентрации, равной концентрации фоно- 
вого электролита. Кривые титрования снимались при концентрациях фонового электролита 0,05; 
0,1; 0,315 и 1 моль/л. Его количество в каждой порции задавалось микропипеткой и уточнялось 
взвешиванием с точностью ±0,0002 г.

Результаты и их обсуждение. На рис. 1 представлены кривые потенциометрического титро- 
вания ионита в H+-OH–-форме в присутствии KNO3 в различных концентрациях. 

Обработку кривых титрования проводили в соответствии с теоретической моделью, разрабо- 
танной в работе [12]. В рамках данной модели взаимодействие ионита в H+-OH– форме с кислотой 
и щелочью рассматривается как процесс анионного или катионного обмена, с последующей 
нейтрализацией H+ или OH– ионов.

 R–H++Kt+⇋R–Kt++H+  (1)

 R+OH–+An–⇋R+An–+OH–  (2)

 OH–+H+⇋H2O (3)

В нашем случае Kt+ = K+, An– = NO3
–. Уровнения (1) и (2) описываются с помощью коэффици- 

ента равновесия

 

_Kt AnKt An
H OHKt An

[H ] [OH ]; .
(1 )[Kt ] (1 )[An ]

x xk k
x x

+

+ −

+ −

+ −= =
− −

,
 

(4)

где x – эквивалентная доля иона титранта в ионите, величины в квадратных скобках – молярные 
концентрации.
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В работе [12] показано, что ионный обмен, происходящий на слабоосновных анионообменных 
группах (5), которые существуют в виде свободных амминов, также описывается уравнениями 
(2), (4)

 R +H++ An-⇋RH+An–.  (5)

Коэффициенты равновесия – переменные величины. Зависимость их отрицательных 
логарифмов pk от x и СKtAn аппроксимируется линейной зависимостью типа:

 
o

KtAnp p p ( 1 / 2) lg .k K k x b C= + ∆ ⋅ − + ⋅ , (6)

где Ko – термодинамическая константа ионного обмена, при линейной аппроксимации: Ko = kx = 1/2; 
b – эмпирическая константа – для однозарядных ионов при ионном обмене на карбоксильном 
ионите близка к 0,2; СKtAn – концентрация фонового электролита в растворе, Δpk – разность pk 
при полной и нулевой степени нейтрализации ионита. Константы pKo, Δpk и b называются 
параметрами кислотности. Они не зависят от условий получения кривой титрования и состав- 
ляют набор параметров, достаточных для расчета из них величин x, pH или СKtAn при фиксиро- 
ванных других переменных.

Для ионита, содержащего несколько функциональных групп, необходимо иметь наборы 
параметров кислотности для функциональной группы каждого типа. Это относится к нашему 
случаю.

Для расчета теоретической кривой титрования H+-OH–-формы ионита необходимо решить 
систему уравнений, составленную из логарифмических форм уравнений (4), (5) и уравнения мас-
собаланса:

 
( )Kt Kt o Kt

H kt H kt KtAn
Kt

pH lg( ) p 1 / 2 p (1 ) lg ,
1

x k x K b C
x

= + ∆ − + − −
−   

(7)

 
( )An An o An

OH An OH An KtAn
An

pH lg( ) p 1 / 2 14 p (1 ) lg ,
1

x k x K b C
x

= − − ∆ − + − + −
−  

(8)

Рис. 1. Кривые титрования Панион-110 раствором KOH при различных концентрациях фонового электролита 
(KNO3). Отрицательные значения g соответствуют титрованию кислотой. Точки – экспериментальные данные, 

линии рассчитаны с помощью модели [11] с параметрами, приведенными в таблице

Fig. 1. Panion-110 titration curves with KOH solution at different concentrations of the backgroiund electrolyte (KNO3). 
Negative g values belong to titration with an acid. Dots are experimental data, curves are calculated according to [11]  

with parameters given in Table
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OH Kt Kt Kt

H An An An

[H ] ( )

[OH ] ( ),

i i
i

j j
j

V m g S E x

V m g S E x

+

−

+ + − =

= + + −

∑

∑

OH Kt Kt Kt

H An An An

[H ] ( )

[OH ] ( ),

i i
i

j j
j

V m g S E x

V m g S E x

+

−

+ + − =

= + + −

∑

∑
 

(9)

где V – объем равновесного раствора, m – масса навески ионита, gH и gOH – количество эквива- 
лентов добавленного титранта в расчете на грамм ионита, SKt и SAn – содержание катионов  
и анионов в исходном ионите (в случае H+-OH–-формы SKt и SAn = 0), EKt и EAn – емкости ионита 
по каждому типу катионо- и анионообменных групп.

При замене в (8) доли титранта xAn на долю OH–-формы xOH=1- xAn 

 
( )OH An o An

OH OH OH An KtAn
OH

pH lg( ) p 1 / 2 14 p (1 ) lg ,
1

x k x K b C
x

= + ∆ − + − + −
−  

(10)

полученные уравнения (7) и (10) отличаются только знаком перед lgC и заменой o Kt
HpK  на 

o An
OH14 p .K−

Таким образом, взаимодействия протонизированных катионообменных групп в H+-форме  
и протонизированных анионообменных с раствором фонового электролита описываются сход- 
ными уравнениями. Поэтому катионо- и анионообменные группы нельзя различить из данных 
потенциометрического титрования при одной концентрации фонового электролита. Однако 
разница между катионо- и анионообменными группами проявляется в зависимости pH от кон- 
центрации фонового электролита. Такая разница между катионо- и анионообменными группами 
заметна из хода кривых титрования (рис. 1). В области титрования анионообменных групп (g<0) 
при повышении концентрации фонового электролита pH увеличивается, а при титровании кати-
онообменных групп (g>0) при повышении концентрации фонового электролита pH уменьшается. 
Однако только визуальный анализ кривых титрования не может дать сведения о параметрах 
кислотности и емкости каждого типа функциональных групп.

Для определения типа функциональной группы нами был предложен алгоритм, основанный 
на использовании только данных потенциометрических титрований при различных концентра- 
циях фонового электролита.

1. Для упрощения описания ионного обмена при разных концентрациях фонового электро- 
лита все ионообменные группы обрабатываются как катионообменные.

2. Для каждой кривой потенциометрического титрования определяются Δpki, Ei и вспомога- 
тельная величина pKi

1 для каждой функциональной группы.
Для катионообменных групп – 1 o Kt

H Kt KtAnp p (1 ) lg .K K b C= − −
Для анионообменных групп – 1 o An

OH An KtAnp 14 p (1 ) lg .K K b C= − + −
При такой замене определение вышеуказанных параметров сводится к определению парамет- 

ров кислотности катионообменных групп при CKtAn = 1 М. Алгоритм такого расчета описан  
в работе [13]. 

3. По известным параметрам pKi
1, Δpki, Ei для каждой функциональной группы строятся 

дифференциальные кривые сорбции dg/dpH=f(pH), где g – количество сорбируемого катиона 
(ммоль/г), равное Eixi. Значения xi находятся как численное решение уравнения (7) при известных 
pH, pKi

1, Δpki, Ei. Значение производной dg/dpH рассчитывается численным методом по таблице 
значений xi от pH.

Такие кривые позволяют найти диапазоны значений pH, для которых происходит сорбция на 
группах различного типа, а также диапазоны pH, при которых сорбция происходит совместно на 
нескольких ионообменных группах. 

4. Для определения типа ионообменной группы необходимо проанализировать как будут 
смещаться дифферинциальные кривые сорбции для каждой группы с изменением концентрации. 
Максимум на таких кривых наблюдается при xi = 0,5. Из уравнений (7) и (8): 

для катионообменных групп – o Kt
max H Kt KtpH p (1 ) lg ;K b C= − −

для анионообменных групп – o An
max OH An AnpH 14 p (1 ) lg .K b C= − + −
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Так как b < 1, максимумы на дифференциальных кривых сорбции катионообменных групп 
при повышении концентрации фонового электролита смещаются в сторону уменьшения pH, а для 
анионообменных групп – в сторону увеличения.

5. Из зависимости pKi
1 от концентрации фонового электролита CKtAn определяются пара- 

метры pKi° и b.
На рис. 2 приведены дифференциальные кривые сорбции на ионите Панион-110 для двух 

концентраций фонового электролита (C = 0,05 моль/л и С = 1,0 моль/л). Из рисунка видно, что 
максимум, соответствующий группе 1, при повышении концентрации фонового электролита 
смещается в сторону увеличения pH, а максимумы, соответствующие группам 2 и 3, в сторону 
его уменьшения. Следовательно, группа 1 является анионообменной, а группы 2 и 3 катионо- 
обменными.

Таким образом, кривые титрования можно описать тремя наборами параметров кислотности, 
приведенными в таблице.

Тип ионообменной группы и параметры кислотности ионита Панион-110

Types of anion exchanging groups and acidity parameters for Panion-110 anion exchanger

Номер группы 1 2 3

Тип группы Анионообменная Катионообменная Катионообменная
E 0,9 4,7 0,5
pK° 10,3 5,3 8,3
Δpk 1,0 1,0 1,0
b 0,05 0,05 0,05

Из работы [15] известно, что в полиамфолитах аминокарбоксильного типа в протонизиро- 
ванной форме (область низких pH) в реакцию нейтрализации при потенциометрическом титро-
вании первыми вступают слабоосновные протонизированные группы.

Рис. 2. Рассчитанные дифференциальные кривые сорбции ионита Панион-110. Цифрами обозначен тип  
функциональной группы; стрелками – направление сдвига максимума дифференциальных кривых сорбции  

при повышении концентрации фонового электролита

Fig. 2. Calculated differential sorption curves for Panion-110 ion exchanger. Numbers designate functional group types, 
arrows show the direction of shift for differential sorption curve maximums with background electrolyte  

concentration increase
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При титровании H+-OH–-формы ионита кислотой происходит протонизация основных групп, 
в нашем случае групп типа 1:

 R3N + H+ + NO3
–
 ⇋ R3NH+NO3

–. (9)

Область более высоких pH относится к нейтрализации свободных карбоксильных групп, 
обозначенных в таблице как группы типа 2:

 RCOOH + K++ OH– ⇋ RCOOK + H2O. (11)

Дальнейшее добавление KOH к системе ионит–раствор приводит к медленному росту pH, 
соответствующему нейтрализации более слабых кислотных групп, в роли которых могут высту- 
пать карбоксильные группы, связанные с основными группами во внутримолекулярный ком- 
плекс, группы типа 3:

 RCOOH∙NR3 + K+ + OH– ⇋ RCOOK + R3N + H2O.

Поскольку значение параметра b оказалось равным 0,05, что значительно меньше, чем реко- 
мендованное значение – 0,2, то можно предположить, что некоторые свойства ионитов, а именно 
коэффициент b, в значительной степени зависят от химической природы ионита. При совмест-
ном присутствии катионо- и анионообменных групп значения b могут принимать нехарактерные 
для карбоксильных ионитов значения близкие к 0.

При низких концентрациях фонового электролита пики, соответствующие группам типов  
1 и 2, не пересекаются. В интересующей нас области pH 4,5–8,5 и концентраций (10–5– 
10–2 моль·экв/л) преимущественно происходит процесс нейтрализации свободных карбоксильных 
групп с типичной для них pK° = 5,3. Поэтому при использовании данного ионита в качестве ка-
тионообменной части субстрата для растений его ионообменные свойства можно описывать, ис-
пользуя только одну основную катионообменную группу (свободные карбоксильные группы, 
тип 2), так как в диапазоне pH и концентраций электролита, соответствующим реально исполь- 
зуемым питательным растворам, титрованию подвергаются только свободные карбоксильные 
группы.

Рис. 3. Модельные кривые титрования ионита Панион-110, рассчитанные с помощью модели [11] с параметрами, 
приведенными в таблице. Для концентрации СKtAn = 0,01 М приведены кривые титрования, рассчитанные  

с учетом всех трех типов функциональной группы и только с учетом группы типа 2

Fig. 3. Simulated titration curves for Panion-110 anion exchanger, calculated according to [11] with parameters given  
in Table. For СKtAn = 0,01 М, titration curves are given both including all three functional group types  

and only including type 2 groups
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Из полученных параметров кислотности была теоретически рассчитана кривая титрования, 
соответствующая раствору с концентрацией C = 0,01 моль/л (рис. 3), что соответствует типичной 
концентрации почвенных растворов.

Анализируя полученную модельную кривую титрования можно сделать вывод, что данный 
ионит можно применять в качестве компонента субстрата для растений при pH питательного 
раствора > 6, так как при более низком pH мала величина сорбции иона K+. Данный диапазон pH 
подходит для большинства видов сельскохозяйственных и декоративных растений. Однако 
Панион-110, как и любой другой слабокислотный ионит, не будет подходить в качестве компо-
нента субстрата для кислотолюбивых растений.

Выводы

1. Предложен простой способ определение типа ионнообменной группы в полиамфолите, 
исходя только из кривых потенциометрического титрования при разных концентрациях фонового 
электролита.

2. Определены параметры кислотности полиамфолита Панион-110, содержащего преимуще- 
ственно карбоксильные группы. Данные параметры позволяют теоретически рассчитать кривые 
потенциометрического титрования при любой концентрации фонового раствора, даже при 
низких концентрациях, когда невозможно получить экспериментальные кривые титрования.

3. Спрогнозированы кривые потенциометрического титрования при концентрации фонового 
электролита, соответствующей питательному раствору (0,01 М). Показано, что при концентрации 
фонового раствора, соответствующей концентрации питательного раствора (10–5–10–2 моль·экв/л) 
и физиологически приемлемого для растений pH (4,5–8), данную кривую титрования можно 
описать одной функциональной группой.

4. Панион 110 может стать эффективным компонентом субстрата для растений (носителя 
ионов калия) в диапазоне pH питательного раствора 6–8,5.
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СИНТЕЗ И ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ ПОВЕРХНОСТИ  
МАГНИТНЫХ НАНОЧАСТИЦ (Mg, Zn)xFe3–xO4

Методом соосаждения с Na2CO3 из растворов солей получены наночастицы твердых растворов в системе  
(Mg, Zn)xFe3–xO4 (x ≤ 0,3). Для ряда составов (Mg0,1Fe2,9O4, Mg0,05Zn0,1Fe2,85O4, Zn0,18Fe2,82O4) обнаружен рост 
намагниченности насыщения по сравнению с незамещенным магнетитом (MS = 64 А·м2·кг–1), что объясняется 
склонностью ионов цинка и малых количеств ионов магния занимать в решетке магнетита преимущественно 
тетраэдрические пустоты. В случае совместного замещения цинком и магнием в системе (Mg, Zn)xFe3–xO4 вплоть до  
х = 0,3 значения намагниченности насыщения незначительно снижаются относительно магнетита, однако остаются 
на постоянном уровне (MS ≈ 58 А·м2·кг–1), предположительно благодаря стабилизирующему влиянию ионов магния. 
Ультразвуковым диспергированием нанопорошков в водных растворах полиэлектролитов получали коллоидные 
растворы наночастиц в неагломерированном состоянии. Наилучшей седиментационной устойчивостью (45 дней) 
обладают наночастицы, модифицированных слоем положительно заряженного полиэлектролита. Их гидродинами- 
ческий диаметр не превышает 200 нм, причем преобладает фракция частиц с размерами 40–80 нм.

Ключевые слова: наночастицы (Mg, Zn)xFe3–xO4, соосаждение, намагниченность насыщения, полиэлектролиты, 
адсорбция.
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(Mg, Zn)xFe3–xO4 NANOPARTICLES: SYNTHESIS, MAGNETIC PROPERTIES,  
SURFACE FUNCTIONALIZATION 

The nanoparticles of (Mg, Zn)xFe3–xO4 (x ≤ 0.3) solid solutions have been prepared by coprecipitation with Na2CO3 from 
solutions of salts. For a number of compositions (Mg0.1Fe2.9O4, Mg0.05Zn0.1Fe2.85O4, Zn0.18Fe2.82O4), an increase of saturation 
magnetization has been detected, as compared to non-substituted magnetite (MS = 64 emu/g). This can be explained by the 
tendency of zinc and small amounts of magnesium ions to occupy preferentially tetrahedral sites of the magnetite lattice. In 
the case of zinc and magnesium joint substitution in the (Mg, Zn)xFe3–xO4 system up to x = 0.3, the values of saturation mag-
netization decrease slightly comparing to that of magnetite, but remain constant (MS ≈ 58 emu/g). By ultrasound assisted dis-
persion of nanopowders into polyelectrolyte aqueous solutions, colloidal solutions of non-agglomerated nanoparticles have 
been prepared. Тhe nanoparticles modified with a layer of positively charged polyelectrolyte demonstrate the best sedimenta-
tion stability up to 45 days. Their hydrodynamic diameter is lower than 200 nm, with predominance of the fraction with the 
size of 40–80 nm.

Keywords: (Mg, Zn)xFe3–xO4 nanoparticles, coprecipitation, saturation magnetization, polyelectrolytes, adsorption.

Введение. В последние годы становятся все более очевидными преимущества магнитных 
наночастиц (МНЧ) для биологических и медицинских приложений [1]. Это позволяет использо-
вать их в таких целях, как адресная доставка лекарств, магнитная и радиочастотная локальная 
гипертермия опухолей, а также контрастирование изображений в магнитно-резонансной томо-
графии (МРТ) [2–4]. Наиболее широко в этих целях используются наночастицы на основе фер-
римагнитных оксидов железа – магнетита (Fe3O4) и маггемита (γ-Fe2O3).

Магнитно-резонансная томография отличается от других современных методов медицинской 
диагностики прежде всего тем, что дает возможность многофакторного прижизненного неинва-
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зивного изучения структур человеческого тела. Однако, несмотря на высокую точность изобра-
жений МРТ, в некоторых случаях необходимо повышать ее диагностическую чувствительность. 
Для этих целей используются специальные контрастные вещества, вводимые пациенту внутри-
венно. Благодаря своим уникальным физическим свойствам МНЧ в настоящее время активно 
исследуются в качестве нового поколения МРТ-контрастов [5, 6].

Одним из важнейших факторов, определяющих применимость МНЧ в медицине, является 
вопрос об их токсичности и биологической совместимости. Наиболее часто используемый метод 
снижения токсичности наночастиц – это нанесение на них покрытий, как правило, на основе 
органических полимеров, таких как полиэтиленгликоль или декстран [7, 8]. Слой гидрофильного 
полимера на поверхности частиц позволяет уменьшить их опсонизацию белками плазмы и выве- 
дение системой мононуклеарных фагоцитов (СМФ), а также обеспечить пролонгированное суще- 
ствование модифицированных наночастиц в кровотоке. Однако процессы инкапсуляции МНЧ 
могут приводить к образованию агрегатов частиц микронных размеров, способных иницииро- 
вать тромбообразование и ускорить элиминирование МНЧ из кровотока. Поэтому важна разра- 
ботка как эффективных методов синтеза, так и капсулирования МНЧ.

Другим методом снижения токсичности является подбор состава наночастиц с использова-
нием низкотоксичных компонентов. Однако магнитные характеристики таких материалов часто 
уступают их более токсичным аналогам, в связи с чем остается открытым вопрос о нахождении 
путей управления магнитными свойствами МНЧ. Например, предложенные к использованию 
магний–цинковые ферриты MgxZn1–xFe2O4 со структурой шпинели [9–11], содержащие малоток-
сичные ионы магния и цинка [12], обладают меньшей намагниченностью по сравнению с Fe3O4  
и γ-Fe2O3, что ограничивает эффективность их применения. Вместе с тем известно, что легирова-
ние Fe3O4 небольшим количеством ионов цинка или магния с образованием твердых растворов 
замещения ZnxFe3–xO4, MgxFe3–xO4 (x < 1) приводит к увеличению намагниченности магнетита. 
В данном случае, наряду с частичным замещением относительно токсичных ионов Fe2+ на мало-
токсичные ионы Fe3+, Mg2+, и Zn2+, имеет место и высокая намагниченность материала. Вместе  
с тем, в литературе нет сведений о закономерностях изменения структуры и свойств твердых 
растворов (Mg, Zn)xFe3–xO4.

Данная работа посвящена установлению влияния степени замещения ионов железа нанораз-
мерного магнетита ионами цинка и магния с образованием твердых растворов (Mg, Zn)xFe3–xO4 
(x ≤ 0,3) на их магнитные свойства, степень дисперсности и возможность модификации поверх-
ности наночастиц органическими соединениями (полиэлектролитами, белками, поверхност-
но-активными веществами). Важными при этом являются вопросы создания химически- и седи-
ментационно-устойчивых дисперсий малотоксичных и биосовместимых наночастиц (Mg, Zn)xFe3–xO4, 
стабилизированных полиэлектролитными оболочками, что открывает перспективы для созда-
ния на их основе препаратов, обеспечивающих эффективное повышение контрастности изобра-
жений при МРТ-исследованиях.

Методика эксперимента. Синтез Mg, Zn-замещенного магнетита карбонатным соосажде- 
нием из раствора солей. Образцы составов: Fe3O4, Mg0,1Fe2,9O4, Mg0,2Fe2,8O4, Mg0,05Zn0,1Fe2,85O4, 
Mg0,12Zn0,08Fe2,8O4, Mg0,1Zn0,1Fe2,8O4, Mg0,1Zn0,2Fe2,7O4, Zn0,18Fe2,82O4, Zn0,3Fe2,7O4 получали 
модифицированным золь-гель методом из растворов кристаллогидратов солей соответствующих 
металлов (Fe(NO3)3·9H2O, Zn(NO3)2·7H2O, Mg(NO3)2·6H2O и FeSO4·7H2O). Исходные реагенты 
брали в стехиометрическом соотношении (Fe3+ : Fe2+ : M1

2+ : M2
2+ = 2 : (1-x-y) : x : y моль).  

В качестве осадителя использовали концентрированный раствор карбоната натрия Na2CO3 со 
значением рН 11. Условия позволяли достичь полного депротонирования аквакомплексов ионов 
всех металлов без образования водорастворимых гидроксикомплексов. Растворы прекурсоров  
и осадителя сливали при комнатной температуре при интенсивном перемешивании, затем 
быстро нагревали до 90 ºС и прекращали нагрев. Полученный магнитный осадок отмывали от 
сопутствующих синтезу солей методом магнитной декантации. Чтобы убедиться в количест- 
венном протекании реакции, анализировали оставшийся после отделения магнитной фазы раст- 
вор на содержание ионов Zn2+ и Mg2+.
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 Независимыми параметрами при оптимизации методики соосаждения с использованием 
карбоната натрия являлись: концентрация растворов прекурсора и осадителя; порядок и скорость 
смешивания реагентов; температура смешивания и выдерживания реакционной смеси; рН реак-
ционной смеси; время синтеза; скорость перемешивания. Несмотря на большое число внешних 
факторов, которые влияют на структурно-фазовый состав и морфологию образуемого продукта, 
данный подход предоставляет широкие возможности по управлению синтезом наночастиц.

Структурные исследования материалов. Рентгенограммы порошкообразных образцов 
записывали на дифрактометре ДРОН-2.0 (Co Kα-излучение) в интервале 2Θ = 20–90°. Размеры 
областей когерентного рассеяния (ОКР) определяли по уширению дифракционных отражений. 

Размер и морфологию частиц изучали с помощью сканирующей и просвечивающей эле- 
ктронной микроскопии с использованием микроскопов LEO 906E, JOEL EM100 CX и LEO 1420. 
Для просмотра в просвечивающем электронном микроскопе порошкообразные образцы, прока- 
ленные при необходимой температуре, диспергировали ультразвуком в воде или метаноле. Су- 
спензию наносили на опорные медные сетки, покрытые пленкой коллодия. Состав образцов 
(соотношение атомов металлов) уточняли методом энергодисперсионной рентген-флуоресцен- 
тной спектроскопии с помощью приставки элементного анализа сканирующего электронного 
микроскопа LEO 1420. Обработку спектров проводили с использованием встроенного програм- 
много обеспечения.

Получение коллоидных растворов наночастиц ферритов проводили с использованием ультра- 
звуковой ванны (Сапфир, Россия) и погружного ультразвукового диспергатора (УЗГ-13-0,1/22, 
Россия). В качестве стабилизаторов наночастиц использовали поверхностно-активные вещества 
(бис(2-этилгексил) сульфосукцинат натрия, додецил сульфат натрия, додецилбензолсульфонат 
натрия, стеарат натрия, TWEEN80), белки (бычий сывороточный альбумин, желатин) и полиэлек- 
тролиты (поли(диаллилдиметиламмоний хлорид) (ПДДА, 100–200 кДа)); полиаллиламина 
гидрохлорид (ПАГ, 58,0 кДа), поли(этиленимин) (ПЭИ, 70 кДа), хитозан (ХН, Мв 460 кДа, степень 
деацетилирования 75–85%), полистиролсульфонат натрия (ПСС, 70,0 кДа), декстрансульфат (ДекС), 
λ-каррагинан.

Модифицированные наночастицы ферритов отделяли от раствора стабилизатора центрифу- 
гированием (центрифуга Z 36 HK, «Hermle», Германия, 22000 мин–1 ) или с помощью постоянного 
магнита, после чего диспергировали в небольшом объеме дистиллированной воды. Средний 
гидродинамический диаметр частиц Zav, индекс полидисперсности PDI и ζ-потенциал наночастиц 
допированного магнетита определяли на приборе ZetaSizer NanoZS (Malvern, CША). Распреде- 
ление наночастиц по размерам рассчитывали с использованием стандартного программного 
обеспечения прибора. Величина dN характеризует размер частиц, фракция которых максимально 
представлена в образце.

Изображения наночастиц, покрытых слоем полиэлектролита, получали при помощи сканиру- 
ющего зондового микроскопа MultiMode Nanoscope III (Veeco, USA). Условия сканирования: 
скорость – 3–5 Гц. При сканировании использовали зонды NPS-1 из нитрида кремния с кон- 
стантами жесткости от 0,06 до 0,58 Н/м. Плотность информации составляла 512×512 пикселей. 
Изображения обрабатывали с помощью программного обеспечения Nanoscope v531. Измерения 
магнитных характеристик проводили с помощью Cryogen Free Measurement System Cryogenic 
Ltd (T = 7–300 K, Hmax = 18 Тл).

Результаты и их обсуждение. Все полученные образцы наночастиц твердых растворов  
(Mg, Zn)xFe3–xO4 представляют собой мелкодисперсные порошки черного или темно-коричнево-
го цвета. Рентгенофазовый анализ подтверждает, что при синтезе методом соосаждения при 
температуре ~ 90 ºС происходит образование кристаллического однофазного соединения со 
структурой шпинели, рефлексы которого хорошо проявляются. Параметры кристаллической ре-
шетки полученных составов приведены в табл. 1. Наблюдаемый рост величины параметра кри-
сталлической решетки с увеличением содержания цинка объясняется различием ионных радиу-
сов железа, цинка и магния (r (Zn2+) = 0,074 нм, r (Mg2+) = 0,064 нм, r (Fe3+) = 0,065 нм). Средний 
размер ОКР, рассчитанный по методу Шеррера (рефлекс 311), составляет ~10 нм.
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 Изображения синтезированных карбонатным соосаждением нанопорошков, сделанные на 
сканирующем электронном микроскопе, также свидетельствуют о прошедшем процессе их кри-
сталлизации. Наночастицы имеют огранку, и их размер не превышает 20 нм (рис. 1, а), а также 
не зависит от химического состава частиц. Кривые намагничивания наночастиц (Mg, Zn)xFe3–xO4 
демонстрируют при температуре 300 К типичное суперпарамагнитное поведение с отсутствием 
коэрцитивности и остаточной намагниченности (рис. 1, б).

 Для ряда исследованных составов твердых растворов (Mg, Zn)xFe3–xO4 обнаружен эффект 
увеличения намагниченности насыщения по сравнению с незамещенным магнетитом Fe3O4 (Ms = 
64 А·м2·кг–1). Такое увеличение намагниченности происходит при замещении цинком (ZnxFe3–xO4) 
до значений х в области 0,2 (Ms = 75 А·м2·кг–1) и магнием (MgxFe3–xO4) до значений х в области 
0,1 (Ms = 66 А·м2·кг–1). Смешанное замещение [(Mg, Zn)xFe3–xO4] также приводит к росту намаг-
ниченности насыщения. Например, для состава Mg0,05Zn0,10Fe2,85O4 Ms = 70 А·м2·кг–1. Более вы-
сокие степени замещения приводят уже к снижению намагниченности насыщения, однако уро-
вень значений намагниченности наночастиц сохраняется по-прежнему высоким (табл. 1).

Таблица 1. Значения параметров решетки и намагниченности насыщения  
для наночастиц в системе (Mg, Zn)xFe3–xO4 

Table 1. Lattice parameters and saturation magnetization values for nanoparticles in (Mg, Zn)xFe3–xO4 system

Состав а, Å MS, А·м2·кг–1

Fe3O4 8,3729 64
Mg0,2Fe2,8O4 8,3689 –
Mg0,1Fe2,9O4 8,3662 66
Mg0,05Zn0,1Fe2,85O4 8,3735 70
Mg0,12Zn0,08Fe2,8O4 8,3776 59
Mg0,1Zn0,1Fe2,8O4 – 57
Mg0,1Zn0,2Fe2,7O4 8,3903 58
Zn0,18Fe2,82O4 8,3885 75
Zn0,3Fe2,7O4 8,3983 –

Структура магнетита Fe3O4 может быть представлена квазихимической формулой (Fe3+) 
[Fe3+, Fe2+]O4, где круглые и квадратные скобки обозначают соответственно тетраэдрические  
и октаэдрические позиции кристаллической решетки. Для магнетита количество ионов Fe3+, на-
ходящихся в окта- и тетраэдрических позициях, одинаково, и вследствие антиферромагнитного 
взаимодействия между ними намагниченность оксида определяется только магнитным моментом 

Рис. 1. Морфология наночастиц и зависимость намагниченности от индукции магнитного поля для нанопорошков 
Mg0,1Zn0,1Fe2,8O4, полученных методом соосаждения с Na2CO3

Fig. 1. Morphology of nanoparticles and the curve magnetization  
for nanopowders Mg0,1Zn0,1Fe2,8O4, prepared by coprecipitation with Na2CO3
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ионов Fe2+. Вместе с тем в октаэдрической подрешетке происходит постоянный обмен электро-
нами между ионами Fe2+ и Fe3+ через гибридную орбиталь, образуемую 2p-орбиталью кислорода, 
что приводит к явлению двойного обменного взаимодействия.

В случае образования твердого раствора замещения ZnxFe3–xO4 при легировании магнетита 
цинком ионы Zn2+, имея предпочтение к тетраэдрическим позициям в решетке шпинели, заме-
щают в ней ионы Fe3+. Тогда структуру твердого раствора можно записать в виде 2 3

1(Zn Fe )x x
+ +

−  
3 2
1 1 4Fe , Fe O .x x
+ +
+ − 

   В октаэдрической подрешетке появляются дополнительные ионы 3Fe x
+ , кото-

рые имеют то же направление вектора магнитного момента (спина) неспаренных электронов, что 
и ионы Fe3+, изначально присутствовавшие в данной подрешетке. Так как ионы Zn2+ не имеют 
неспаренного электрона, твердые растворы ZnxFe3–xO4 при небольшой степени легирования, как 
показывают наши данные и данные других авторов [13–14], обладают повышенной намагничен-
ностью по сравнению с чистым Fe3O4. Литературные данные свидетельствуют и о большей на-
магниченности твердого раствора замещения MgxFe3–xO4 по сравнению с Fe3O4, при x = 0,1 [15]. 
Известно, что ион Mg2+ так же, как и ион Zn2+, не обладает магнитным моментом, но в отличие 
от последнего замещает в основном ионы железа в октаэдрических позициях решетки шпинели. 
Это должно было бы приводить к снижению намагниченности замещенного магнием магне- 
тита вследствие уменьшения доли магнитных ионов Fe2+, как следует из формулы (Fe3+) 

3 2 2
1 4Fe , Mg Fe O .x x

+ + +
− 

   В данной работе нами также установлена повышенная намагниченность 
твердого раствора состава Mg0,1Fe2,9O4 (Ms = 66 А·м2·кг-1) по сравнению с недопированным Fe3O4  
(Ms = 64 А·м2·кг–1). Данный экспериментальный факт может свидетельствовать о том, что ионы 
Mg2+ замещают ионы Fe3+ не в октаэдрических, а тетраэдрических позициях кристаллической 
решетки в соответствии с формулой 2 3

1(Mg Fe )x x
+ +

−  3 2
1 1 4Fe , Fe O .x x
+ +
+ − 

   Как и в случае Zn-замещен- 
ного феррита, это приводит к увеличению намагниченности оксида.

В случае когда концентрация ионов Zn2+ в ZnxFe3–xO4 превышает x = 0,2, а ионов Mg2+ в слу-
чае MgxFe3–xO4 x = 0,1, в октаэдрической подрешетке начинается антиферромагнитное взаимо-
действие имевшихся ионов 3Fe x

+  с вновь поступающими ионами 3Fe x
+ . Направление векторов 

магнитных моментов электронов последних становится противоположным имевшимся. Такое 
взаимодействие определяется как сверхобменное. Таким образом, ионы 3Fe x

+  с антипараллель-
ными спинами уже не вносят вклад в общий магнитный момент и намагниченность твердых 
растворов ZnxFe3–xO4 или MgxFe3–xO4 уменьшается при возрастании параметра замещения x до 
определенного критического значения (рис. 2). При таких и бóльших значениях x сверхобменные 
взаимодействия через 2p-орбиталь кислорода становятся преобладающими над двойными взаи-
модействиями между ионами Fe3+ (окта) и 3Fe x

+  (окта) и намагниченность для твердых растворов 
ZnxFe3–xO4 и MgxFe3–xO4 снижается.

Вместе с тем установлено, что в случае совместного замещения магнетита ионами Mg2+  
и Zn2+ с образованием твердого раствора состава ZnxMgyFe3–x–yO4, снижения намагниченности 

Тетраэдрические позиции Октаэдрические позиции

(Mg, Zn)xFe3–xO4 (Mg2+, Zn2+) Fe3+ 3
1Fe x
+
−

3Fe x
+ 2

1Fe x
+
−

Fe3O4 ↓↓↓↓↓
↓↓↓↓↓

↑↑↑↑↑
↑↑↑↑↑

↑↑↑↑↑
↑↑↑↑↑

Zn0,1Fe2,9O4 ↓↓↓↓□
↓↓↓↓↓

↑↑↑↑↑
↑↑↑↑↑

↑ ↑↑↑↑
↑↑↑↑↑

Zn0,3Fe2,7O4 ↓↓□□□
↓↓↓↓↓

↑↑↑↑↑
↑↑↑↑↑

↑↓↓ ↑↑
↑↑↑↑↑

(Mg, Zn)0,3Fe2,7O4 ↓↓□□□
↓↓↓↓↓

↑↑↑↑↑
↑↑↑↑↑

↑↑↓ ↑↑
↑↑↑↑↑

Рис. 2. Схема замещения ионов железа ионами Mg2+, Zn2+ в твердых растворах (Mg, Zn)xFe3–xO4  
(магнитные моменты ионов: Fe3+ – 5 μB; Fe2+ – 4 μB; Mg2+, Zn2+ – 0 μB)

Fig. 2. Substitution scheme of iron ions for Mg2+, Zn2+ in (Mg, Zn)xFe3-xO4 solid solutions  
(magnetic moments of ions: Fe3+ – 5 μB; Fe2+ – 4 μB ; Mg2+, Zn2+ – 0 μB)
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не происходит даже при значении x + y, достигающего 0,3. Например, для состава Zn0,2Mg0,1Fe2,7O4 
величина намагниченности Ms = 58 А·м2·кг–1. Очевидно, что в этом случае имеет место синерги-
ческий эффект взаимного влияния допирующих ионов и, вероятно, проявляется стабилизирую-
щее действие ионов Mg2+ на структуру Fe3O4. Данный факт может быть связан с тем, что ионный 
радиус ионов Mg2+ (0,064 нм) соизмерим с радиусом ионов Fe3+ (0,065 нм) в отличие от ионов 
Zn2+, которые имеют больший размер (0,074 нм). Поэтому замещение ионов железа ионами цин-
ка приводит к понижению стабильности кристаллической структуры шпинели.

Исследование характеристик модифицированных наночастиц. В водных растворах синтези-
рованные порошки твердых растворов ферритов формируют трудноразделимые агрегаты ча-
стиц, которые седиментационно неустойчивы. Суспензии немодифицированных наночастиц ха-
рактеризуются мультимодальным распределением по размерам с высоким индексом полидис-
персности (PDI > 0,4). Эффективный гидродинамический диаметр частиц в них превышает 1,5 мкм 
(табл. 2). Для немодифицированных частиц в воде характерны невысокие значения ζ-потенциа-
ла, недостаточные для электростатической стабилизации взвешенных частиц в воде. Различие 
ζ-потенциала нестабилизированных ферритов связано с изменением состава поверхности частиц 
в замещенных ферритов по сравнению с магнетитом, а именно возрастанием числа кислотных 
центров [16, 17]. Это приводит к уменьшению изоэлектроической точки pI частиц.

Таблица 2. Характеристики дисперсий наночастиц (Mg, Zn)xFe3–xO4

Table 2. Characteristics of (Mg, Zn)xFe3–xO4 nanoparticle dispersions

Состав образца
Без стабилизатора УЗ диспергирование, ПДДА*

Zav, нм PDI dN, нм ζ-потенциал, мВ Zav, нм PDI dN, нм ζ-потенциал, мВ

Mg0,1Fe2,9O4 2066±427 0,629±0,280 1281 –0,7±0,1 147,4±6,4 0,229±0,006 58,7 45,8±1,4
Mg0,12Zn0,08Fe2,8O4 1751±333 0,445±0,240 1484 –1,6±0,1 200,7±27,1 0,315±0,008 78,8 29,6±2,6
Mg0,1Zn0,2Fe2,7O4 2138±556 0,538±0,260 1281 –2,7±0,2 251,8±35,7 0,365±0,045 58,8 32,7±2,6
Fe3O4 1850±578 0,688±0,233 1281 13,1±1,0 125,6±10,5 0,263±0,043 68,1 42,0±2,0

П р и м е ч а н и е. *СПДДА/СZnхMgуFe3–х–уO4 = 10.

При ультразвуковом диспергировании порошков в воде циклические изменения давления  
в кавитационных пузырьках и трение соударяющихся частиц вызывают локальные механиче-
ские напряжения в материале дисперсной фазы, в результате чего расширяются уже имеющиеся 
и образуются новые микротрещины, что приводит к увеличению дисперсности порошков [18]. 
Стабилизаторы, присутствующие в растворе, адсорбируются на поверхности наночастиц и пре-
пятствуют их агрегированию [19]. 

Максимум распределения частиц после ультразвуковой обработки в растворах низкомолеку-
лярных поверхностно-активных веществ превышает 100 нм, при этом после отделения от раствора 
стабилизатора наночастицы необратимо коагулируют. Растворы белков, альбумина и желатина 
позволяют получить частицы Zn0,08Mg0,12Fe2,8O4 субмикронных размеров. Максимум распределе-
ния частиц в растворе бычьего сывороточного альбумина находится в диапазоне 155–164 нм, а по-
сле отделения частиц от избытка белка средний гидродинамический диаметр частиц увеличивает-
ся до 350–380 нм. В растворе желатина он составляет 350–410 нм. После 12 сут хранения при ком-
натной температуре все растворы наночастиц, стабилизированных белками, коагулируют.

Наночастицы с узким распределением по размерам (PDI < 0,250), средний диаметр которых 
по светорассеиванию Zav не превышает 200 нм (табл. 3), были получены диспергированием по-
рошка Zn0,08Mg0,12Fe2,8O4 в растворах полиэлектролитов. На диаграммах распределения частиц 
по размерам преобладают наночастицы с размерами от 38 до 80 нм, а для 99,5–100% частиц ги-
дродинамический диаметр составляет менее 200 нм. Увеличение отношения концентрации ста-
билизатора к твердому раствору феррита от 5 до 10 г/г уменьшает средний диаметр частиц на 
23±13 %. После отделения избытка полиэлектролита диаметр наночастиц Zn0,08Mg0,12Fe2,8O4, по-
крытых слоем положительно заряженного полиэлектролита, в дистиллированной воде практи-
чески не изменяется в течение 45 сут. Коллоидные растворы, полученные диспергированием  
в растворах отрицательно заряженных полиэлектролитов, устойчивы в течение ограниченного 
периода времени (3–5 сут).
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Таблица 3. Характеристики коллоидных растворов наночастиц Zn0,08Mg0,12Fe2,8O4,  
стабилизированных поликатионами

Table 3. Characteristics of Zn0,08Mg0,12Fe2,8O4 nanoparticle colloidal solutions stabilized by polycations

Стабилизатор
Сстаб-тор,

Смнч 
г/г

Время, дней

1 45

Zav, нм PDI dN, нм Zav, нм PDI dN, нм

– – 2104±222 0,373±0,146 –
ПДДА 5 144,8±2,5 0,219±0,042 44,0 113,3±3,8 0,147±0,027 68,1

10 117,2±4,7 0,231±0,063 78,8 107,2±1,2 0,215±0,008 58,8
ПАГ 5 109,6±1,5 0,386±0,002 59,0 131,9±3,3 0,256±0,033 78,8

10 95,09±3,2 0,227±0,008 58,8 104,4±3,8 0,207±0,010 58,8
ПЭИ 5 201,9±1,8 0,149±0,008 190 240,1±4,7 0,266±0,017 105,7
ХН 5 146,3±3,9 0,295±0,028 41,0 –

10 90,6±3,7 0,198±0,022 58,8 95,6±1,1 0,174 61,6

Согласно данным сканирующей зондовой микроскопии, образец наночастиц Zn0,08Mg0,12Fe2,8O4, 
покрытых слоем поликатиона ПАГ, состоит из неагломерированных частиц диаметром менее 
100 нм (рис. 3). Наибольшее число частиц имеет размеры от 30 до 60 нм, которым соответствуют 
максимумы на диаграммах распределения частиц по размерам, рассчитанные по светорассеива-
нию (табл. 2). Также присутствует небольшая доля мелких (менее 30 нм) и более крупных частиц 
или агломератов с диаметром до 200 нм.

Устойчивые коллоидные растворы наночастиц (Mg, Zn)xFe3–xO4 характеризуются высокими 
положительными значениями ζ-потенциала наночастиц (табл. 2), указывающими, что макромо-
лекулы поликатиона прочно адсорбированы на их поверхности. Толщина такого слоя поликати-
она зависит от его природы и условий адсорбции и может составлять 0,5–3,0 нм [19].

Заключение. Суперпарамагнитные наночастицы твердых растворов состава (Mg, Zn)xFe3–xO4 
(x ≤ 0,3) со средним размером около 20 нм синтезировали методом соосаждения с использовани-
ем карбоната натрия в качестве осадителя. В результате были получены однофазные твердые 
растворы со шпинельной структурой, параметр решетки в которых возрастает с ростом содер-
жания цинка. Установлено, что замещение катионов железа в магнетите Fe3O4 ионами цинка  
и магния приводит к росту намагниченности насыщения, в случае MgxFe3–xO4 до х = 0,1, а в случае 
ZnxFe3–xO4 – до х = 0,2. В этом случае ионы 3Fe x

+  в тетра-подрешетке замещаются ионами Zn2+ 
или Mg2+, а ионы Fe2+ окисляются до ионов 3Fe x

+  для сохранения электронейтральности, при 
этом направление их спина не изменяется. Дальнейшее увеличение степени замещения приводит  
к появлению в окта-подрешетке ионов 3Fe x

+  с антипараллельной ориентацией спинов, в резуль-
тате чего между ионами Fe3+ с противоположно направленными спинами возникает сверхоб- 
менное взаимодействие, приводящее к снижению намагниченности насыщения MgxFe3–xO4  
и ZnxFe3–xO4. Обнаружено, что в случае совместного замещения ионов железа в магнетите для 
системы (Mg, Zn)xFe3–xO4 вплоть до х = 0,3 значения намагниченности насыщения незначительно 

Рис. 3. СЗМ изображение и профиль по высоте для наночастиц Zn0,08Mg0,12Fe2,8O4, покрытых слоем ПАГ

Fig. 3. SPM image and height profile for Zn0,08Mg0,12Fe2,8O4 nanoparticles covered by (poly)allyl amine hydrochloride
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снижаются относительно магнетита, однако остаются на постоянном уровне. Причиной этого 
может служить стабилизирующее действие замещающих ионов Mg2+, радиус которых мало от-
личается от радиуса ионов Fe3+. 

Неагломерированные частицы (Mg, Zn)xFe3–xO4 получали ультразвуковым диспергированием 
синтезированных порошков в водных растворах полиэлектролитов. Наилучшей седиментацион-
ной устойчивостью (до 45 дней) и узким распределением по размерам обладают системы, полу-
ченные при модификации поверхности наночастиц слоем положительно заряженного полиэлек-
тролита. В коллоидных растворах преобладают наночастицы с размерами от 38 до 80 нм, а для 
99,5–100% частиц гидродинамический диаметр не превышает 200 нм. 

Такие наночастицы будут обладать высокой биосовместимостью в результате низкого концен-
трационного порога контрастирующего действия, снижения токсичности оксидной фазы и ис-
пользования биополимеров для формирования оболочки, которая также придаст наночастицам 
требуемую агрегативно-седиментационную устойчивость.
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И. П. Кажуро, В. Д. Кошевар, Н. А. Симаш1

Институт общей и неорганической химии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ГРАНУЛОМЕТРИЧЕСКИЙ СОСТАВ И СЕДИМЕНТАЦИОННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ 
СМЕШАННЫХ ВОДНО-ДИСПЕРСИОННЫХ СИСТЕМ  

ПОЛИСИЛОКСАН–МИНЕРАЛЬНЫЙ ПОРОШОК

Методами турбидиметрии и гранулометрического анализа изучена устойчивость водных дисперсий полиорга-
носилоксана и TiO2 или слюды как в присутствии ПАВ, так и без них при рН 6,7 и 8,7. Агрегативная устойчивость 
систем латекс–TiO2 при увеличении концентрации дисперсной фазы растет, а для системы латекс–слюда падает. 
Введение ПАВ анионного и неионогенного типов в смешанные дисперсии (рН 6,7) приводит к повышению их дис-
пергируемости. Повышение рН дисперсионной среды существенно улучшает диспергируемость порошков в латек-
сах, не содержащих диспергаторы.

Ключевые слова: водно-дисперсионная смешанная система, седиментационная стабильность, минеральный по-
рошок, полиорганосилоксан.

I. P. Kazhuro, V. D. Koshevar, N. A. Simash

Institute of General and Inorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

GRANULOMETRIC COMPOSITION AND SEDIMENTATION STABILITY OF WATER DISPERSION 
POLYSILOXANE–MINERAL POWDER SYSTEMS

Stability of water dispersions of a polyorganosiloxane and TiO2 or mica both in presence of surfactants and without them 
has been studied at pH 6.7 and 8.7 by nephelometry and granulometry. Aggregate stability of latex-TiO2 system increases with 
disperse phase concentration, while decreasing for the latex-mica system. Introduction of anionic and nonionic surfactants 
into mixed dispersions (pH 6.7) leads to increase. Increase of dispersant pH significantly improves dispersancy of powders  
in the latex without dispersing agent.

Keywords: water dispersions composite system, sedimentation stability, mineral powder, (poly)organosiloxane.

Введение. Полиорганосилоксаны (силиконы) являются универсальными пленкообразующи-
ми материалами с большим разнообразием свойств: низкой поверхностной энергией, высокой 
термостойкостью, низкой температурой стеклования, прозрачностью для УФ-излучения и т. п. 
Эти свойства позволяют использовать их при создании защитных покрытий для изделий из ме-
талла, бетона, керамики, дерева, в том числе стойких к атмосферным воздействиям, УФ-излу-
чению, температурным колебаниям, электромагнитному излучению. В то время как органорас-
творимые полиорганосилоксаны интенсивно используются с середины прошлого столетия, водо-
разбавляемые полимеры этого класса, например для создания защитных материалов, не имеют 
столь широкого применения, хотя потребность в экологически полноценных пожаровзрывобезо-
пасных пленкообразователях с каждым годом возрастает. Это обусловлено недостаточным вни-
манием исследователей к проблемам устойчивости водных эмульсий силиконов и особенно влия-
нием на нее химической природы различных минеральных микрочастиц, вводимых в их состав 
при пигментировании.

Актуальной задачей современного материаловедения является разработка материалов на ос-
нове силиконовых эмульсий, устойчивых к высокотемпературным воздействиям. Для создания 
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таких материалов важно понимать, какие коллоидно-химические явления могут происходить 
при введении тех или иных инородных компонентов в эти эмульсии. В связи с этим в настоящей 
работе уделено внимание исследованию диспергируемости минеральных порошков и устойчи-
вости систем водная дисперсия метилфенилполисилоксановой смолы–минеральный порошок.

Материалы и методы исследования. В работе использовали искусственный латекс марки 
«SILICOPHENP 40/W» («Эвоник Хими», Германия), представляющий собой водную эмульсию 
метилфенилполисилоксановой смолы со средним размером частиц 2 мкм. Для получения устой-
чивых смешанных дисперсий (суспензий минеральных порошков в латексе) применяли допол-
нительно диспергаторы анионного и неионогенного типов. Основные характеристики этих ве-
ществ приведены в табл. 1.

Таблица 1. Физико-химические характеристики  латекса и диспергаторов
Table 1. Physico-chemical characteristics of latex and dispersants

Показатель
Наименование вещества

SILICOPHENP 40/W Оротан 4045 LCN

Химическое название Метилфенилполисилоксан Натриевая соль карбоксилата Алкилполиэтиленгли-
колевый эфир

Плотность, г/см3 1,1 1,10 1,08
Вязкость, мПа∙с 35 850 650
рН 5,9 7,02 8,25
Содержание нелетучих веществ, % 50 45 70
Заряд иона Неионогенный Анионный Неионогенный

В качестве инородной дисперсной фазы (ДФ) использовали минеральные неорганические по-
рошки диоксида титана («Крымский титан», Россия) и слюды мусковит («Геоком», Россия), кото-
рые широко применяются в качестве объектов исследования в модельных системах и в произ-
водстве лакокрасочных материалов (ЛКМ). Некоторые характеристики их приведены в табл. 2.

Таблица 2. Свойства используемых минеральных порошков
Table 2. Properties of mineral powders used

Показатель
Минеральный порошок

диоксид титана слюда мусковит

Химическая формула ТiО2 K2O·2Al2O36SiO2·2H2O
Форма частиц Сфера Пластина
Плотность, г/см3 4,26 2,82
рН 10%-ной водной вытяжки 6,8 8,4
Средний диаметр частиц, мкм 3 5

Дисперсии латекса различной концентрации получали методом разбавления исходного ла-
текса дистиллированной водой с заданным значением рН. Таким же путем получали дисперсии 
метилфенилполисилоксановой смолы с концентрациями 0,05 и 0,1%. Предварительно установле-
но, что оптическая плотность 0,05 и 0,1% дисперсий смолы составляет 1,27 отн. ед. и не изменя-
ется в течение всего времени эксперимента.

Для получения низкоконцентрированных смешанных дисперсий, что является необходимым 
при использовании турбидиметрического анализа, к навескам порошков прибавляли фиксируе-
мый объем дисперсионной среды (латекс метилфенилполисилоксановой смолы в воде с концен-
трацией 0,05 и 0,1%), содержимое перетирали в агатовой ступке с получением пасты. Далее па-
сту вводили в дисперсионную среду (суммарный объем дисперсии составлял 400 мл) и подвер-
гали периодическому перемешиванию в течение 24 ч. Непосредственно перед измерением смесь 
дополнительно диспергировали на лабораторной диспергирующей установке ЛДУ 3МПР (Россия) 
при скорости 300 об/мин в течение 10 мин.

Определение гранулометрического состава производили на автоматическом фотоседименто-
метре ФСХ-4 (Россия) с программным обеспечением «Лабнаучприбор». Теоретическую основу 
метода измерений на данном приборе составляют уравнения Ламберта–Бера и Стокса. 
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Метод турбидиметрии применяли для регистрации изменения во времени оптических плот-
ностей (D) дисперсий. Для этого использовали фотоэлектрический концентрационный колори-
метр КФК-3МП. Измерение проводили при следующих условиях: длина волны падающего излу-
чения – 399 нм, толщина кюветы – 1∙10–2 м. Исключение эффекта вторичного рассеяния света  
частицами достигали разбавлением системы (содержание полимера и минеральных веществ  
не превышала 5%). Измерение рН проводили на рН-метре HANNA Instruments HI 221 со стеклян-
ным комбинированным электродом  HI 1131Р. Постоянное значение рН устанавливалось в тече-
ние 1–2 мин.

Экспериментальная часть. На рис. 1 представлены кривые изменения оптической плотно-
сти для систем латекс–ТiO2 с различным содержанием минеральной дисперсной фазы (ДФ) и ла-
текса 0,05 (а) и 0,1% (б) при рН 6,7. 

Значение оптической плотности для индивидуального латекса с концентрацией 0,05 и 0,1% 
составляет соответственно 1,3 и 1,35 отн. ед. Как следует из рис. 1, для всех систем с различной 
концентрацией ТiO2 наблюдается падение оптической плотности после некоторого инкубацион-
ного периода 0–10 мин, обусловленного, по-видимому, преодолением сил отталкивания при 
сближении частиц и их агрегирования. Наибольшее снижение оптической плотности наблюда-
ется от 1,33 до 0,51 отн. ед. для систем с концентрацией латекса 0,05% и от 1,29 до 0,52 отн. ед. 
для композиций с концентрацией латекса 0,1%. Для этих случаев содержание ДФ ТiO2 составля-
ло 0,3 %. С увеличением концентрации латекса и ТiO2 наблюдается некоторая тенденция к повы-
шению устойчивости данной смешанной дисперсии.

Наряду с исследованием изменения оптической плотности систем определяли и их грануло-
метрический состав, что позволяет судить о диспергируемости ТiO2 в латексной среде при дан-
ном рН (табл. 3).

Таблица 3. Гранулометрический состав смешанных дисперсий латекс–ТiO2 при рН 6,7

Table 3. Granulometric composition of latex–TiO2 mixed dispersions at pH 6.7

Размер частиц, мкм

Массовое содержание частиц при концентрации латекса, %
0,05 0,1

концентрация ДФ, %
0,3 1,0 0,3 1,0

0–10 79,7 24,6 64,3 35,4
10–20 0,8 – 20,2 2,7
20–40 1,7 6,9 15,5 6,4
40–65 2,0 4,0 – 8,7
65–100 3,3 21,8 – 16,6
>100 12,4 42,5 – 30,1

Рис. 1. Изменение оптической плотности (D) смешанных дисперсий латекса и TiO2 во времени (t) от концентрации 
латекса (а – 0,05 %; б – 0,1%) и  концентрации пигмента:  1 – 0,3%; 2 – 0,5; 3 – 0,7; 4 – 1,0%

Fig. 1. Change of latex-TiO2 mixed dispersion optical density (D) in time (t) depending upon latex concentration  
(а – 0.05%; б – 0.1%) and pigment concentration: 1 – 0.3%; 2 – 0.5; 3 – 0.7; 4 – 1.0%
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Как следует из таблицы, для систем с концентрацией латекса 0,05% содержание наиболее мел-
ких фракций 0–10 мкм заметно уменьшается с ростом концентрации минеральной ДФ. Анало- 
гичная картина наблюдается для дисперсий с содержанием латекса 0,1%. При этом в обоих слу-
чаях зафиксировано появление фракции с размером > 60 мкм.

Из литературных данных известно [1–5], что диоксид титана содержит частицы коллоидных 
размеров (< 1 мкм), которые могут служить связующим звеном при некотором структурообразо-
вании даже при таких небольших содержаниях пигмента. Именно образование такой структур-
ной сетки может привести к некоторой стабилизации системы.  

Аналогичным образом исследовали системы латекс–слюда (рис. 2). В данном случае уста-
новлен несколько иной характер зависимости D от времени при различных концентрациях поли-
мера и слюды. В частности, наблюдается менее заметное падение оптической плотности во вре-
мени, что может указывать на относительно более высокую агрегативную устойчивость системы 
латекс–слюда. Увеличение концентрации латекса в исследуемом диапазоне (0,05–0,1%) не ока-
зывает существенного влияния на характер изменения оптической плотности. Еще одним отли-
чием по сравнению с системой латекс–ТiO2 является снижение агрегативной устойчивости во 
всем интервале роста содержания слюды.

Гранулометрический состав дисперсий латекс–слюда приведен в табл. 4. Анализ грануломе-
трического состава смешанных дисперсий латекс–слюда указывает на соответствие его характе-
ру изменения и их агрегативной устойчивости (рис. 2).

Таблица 4. Гранулометрический состав смешанных дисперсий латекс–слюда при рН 6,7
Table 4. Granulometric composition of latex–mica mixed dispersions at pH 6.7

Размер частиц,  
мкм

Массовое содержание частиц при концентрации латекса, %
0,05 0,1

концентрация ДФ, %
0,3 1,0 0,3 1,0

0–10 79,1 36,1 54,8 18,6
10–20 7,9 1,9 7,4 0,7
20–40 2,3 20,1 8,8 4,0
40–63 1,5 32,9 29,0 5,5
63–100 2,0 9,0 – 10,9
> 100 7,2 – – 60,5

В работе было исследовано также влияние различных по химической природе ПАВ на дис-
пергируемость данных порошков в кремнийорганическом латексе. Концентрация ТiO2 и слюды 
во всех последующих опытах составляла 0,5%. На рис. 3 представлены кривые изменения опти-
ческой плотности систем латекс–слюда–ПАВ с содержанием вводимого ПАВ (LCN или Оротан) 
0,5 и 1% и латекса – 0,05 и 0,1%.

Рис. 2. Изменение оптической плотности (D) смешанных дисперсий латекса и слюды от времени (t)  
с концентрацией латекса: а – 0,05%, б – 0,1%; концентрацией порошка: 1 – 0,3%; 2 – 0,5; 3 – 0,7; 4 – 1,0%

Fig. 2. Change of latex-mica mixed dispersion optical density (D) in time (t) with latex concentration:  
а – 0.05%; б – 0.1%; and powder concentration:  1 – 0.3%; 2 – 0.5; 3 – 0.7; 4 – 1.0%



 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2017, no. 2, pp. 25–33  29

Из рис. 3 следует, что введение данных диспергаторов в систему латекс–слюда не оказывает 
заметного влияния на изменения в выбранном времени оптической плотности смешанных си-
стем. Угол наклона кинетических кривых изменения D для всех случаев имеет примерно одина-
ковое значение при концентрации ДФ 0,5 %. Однако в сравнении с системами латекс–слюда вве-
дение диспергаторов способствует повышению диспергируемости слюды и образованию дис-
персий, близких к монодисперсным с максимумом фракции частиц в диапазоне 10–20 мкм.  
В некоторых случаях содержание этой фракции достигает 94–99%. Дисперсии имеют близкий 
состав по размерам частиц, но все же неионогенный диспергатор LCN несколько менее эффекти-
вен при диспергировании слюды в метилфенилполисолоксановом латексе, чем анионный Оротан.

Таблица 5. Гранулометрический состав смешанных дисперсий латекс–слюда–ПАВ при рН 6,7

Table 5. Granulometric composition of latex–mica–surfactant mixed dispersions at pH 6.7

Размер  
частиц, мкм

Концентрация латекса, %
0,05 0,1

тип и содержание ПАВ, мас.%
анионный1 неионогенный2 анионный неионогенный

0,5 1,0 0,5 1,0 0,5 1,0 0,5 1,0
Содержание фракции, %

0–10 1,0 2,3 1,1 2,4 0,1 1,5 0,6 2,0
10–20 99,0 83,4 94,3 80,5 66,5 97,1 62,2 98,0
20–40 – 4,6 4,6 0,2 33,4 1,4 7,3 –
40–63 – 0,9 – 0,2 – – 3,9 –
63–100 – 6,9 – 14,8 – – 15,5 –
>100 – 1,8 – 1,9 – – 0,4 –

П р и м е ч а н и е. 1Анионный ПАВ Оротан; 2неионогенный – LCN.

Введение этих же диспергаторов в смешанную дисперсию латекс–TiO2приводит к следую-
щим зависимостям: анионный Оротан стабилизирует систему латекс–TiO2–ПАВ, в то время как 
LCN является слабым стабилизатором (рис. 3, кривые 1, 2, 3).

Данные гранулометрического анализа (табл. 6) и турбидиметрии (рис. 4) свидетельствуют  
о примерно одинаковом влиянии применяемых диспергаторов на эффективность диспергирования 
TiO2 в этой среде, но в то же время и об очень слабом стабилизирующем действии неионогенного 
ПАВ. Следует отметить, что используемый при диспергировании неионогенный ПАВ приводит 
к повышенному пенообразованию, что крайне нежелательно для получения покрытий с защит-
ными функциями.

На рис. 5 представлены кривые изменения оптической плотности систем латекс–TiO2–ПАВ  
и латекс–слюда–ПАВ при более высоком рН дисперсионной среды 8,7. 

Рис. 3. Изменение оптической плотности (D) смешанных систем латекс–слюда–ПАВ во времени (t)  
с концентрацией латекса: а – 0,05%, б – 0,1%: 1 – латекс–слюда; смешанные системы латекс–слюда–ПАВ, %:  

2 – LCN 0,5; 3 – LCN 1,0; 4 – Оротан 0,5; 5 – Оротан 1,0
Fig. 3. Change of latex-mica-surfactant mixed dispersion optical density (D) in time (t) with latex concentration:  

а – 0.05%; б – 0.1%: 1 – latex-mica; mixed latex-mica-surfactant systems, surfactant %:  
2 – LCN 0.5; 3 – LCN 1.0; 4 – Orotan 0.5; 5 – Orotan 1.0
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Таблица 6. Гранулометрический состав смешанных дисперсий латекс–TiO2–ПАВ  
с концентрацией TiO2 0,5% при рН 6,7

Table 6. Granulometric composition of latex–TiO2–surfactant mixed  
dispersions containing 0.5% of TiO2 at pH 6.7

Размер частиц, 
мкм

Концентрация латекса, %
0,05 0,1

тип и содержание ПАВ, мас.%
анионный неионогенный анионный неионогенный

0,5 1,0 0,5 1,0 0,5 1,0 0,5 1,0
Содержание фракции, %

0–10 3,0 0,6 2,2 1,4 0,4 1,0 2,1 0,6
10–20 80,5 77,5 82,9 83,7 45,8 88,7 97,9 70,4
20–40 5,9 21,8 6,9 14,9 7,5 10,2 – 4,1
40–63 10,6 – 8,0 – 0,1 – – 24,9
63–100 – – – – – – – –
>100 – – – – 46,1 – – –

Из сравнения рис. 5, а и 4, а следует, что смещение рН в щелочную область мало влияет на 
агрегативную устойчивость смешанных систем латекс–TiO2–Оротан, что является несколько не-
ожиданным. Так как  из литературных данных известно, что повышение рН приводит к росту 
степени диссоциации кислотных групп адсорбированных анионных эмульгаторов, которые бы-
ли использованы при получении латексов и поверхностных гидроксильных групп TiO2 [6], это  
в свою очередь должно приводить к росту заряда как индивидуальных, так и композитных ча-
стиц и их дзета-потенциала и способствовать отталкиванию одноименно заряженных частиц.

С другой стороны, несколько повышается устойчивость (рис. 4, а и 5, а, кривая 3) дисперсии 
латекс–TiO2–LCN, хотя LCN неионогенный ПАВ и не подвержен влиянию рН. Повышение рН 
дисперсионной среды от 6,7 до 8,7 на систему латекс–слюда влияет в незначительной степени 
при введении в ее состав обоих типов диспергаторов (рис. 3, а и 5, б).

В табл. 7 приведены данные гранулометрического анализа систем латекс–TiO2–ПАВ при 
рН 8,7, свидетельствующие о снижении фракции крупных агрегатов частиц по сравнению с сис-
темой, не содержащей и содержащей диспергатор, и существенным снижением полидисперсности 
смешанных дисперсий по сравнению со случаем, когда диспергирование TiO2 в латексе прово-
дилось при рН 6,7 (сравнить табл. 6, 7 и 5).

Рис. 4. Изменение оптической плотности (D) смешанных систем латекс–TiO2–ПАВ от времени (t) с концентрацией 
латекса: а – 0,05%, б – 0,1%; 1 – латекс–TiO2; смешанные системы латекс–TiO2–ПАВ, %: 2 – LCN 0,5; 3 – LCN 1,0;  

4 – Оротан 0,5; 5 – Оротан 1,0

Fig. 4. Change of latex–TiO2–surfactant mixed dispersion optical density (D) in time (t) with latex concentration:  
а – 0,05%, б – 0,1%; 1 – latex–TiO2; mixed latex–TiO2–surfactant systems, surfactant %: 2 – LCN 0.5; 3 – LCN 1.0;  

4 – Orotan 0.5; 5 – Orotan 1.0
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Таблица 7. Гранулометрический состав дисперсий латекс–TiO2–ПАВ при рН 8,7

Table 7. Granulometric composition of latex–TiO2–surfactant dispersions at pH 8.7

Размер частиц, мкм
Латекс–TiO2

Тип и содержание ПАВ, мас.%
анионный неионогенный

0,5 1,0 0,5 1,0
Содержание фракции, %

0–10 0,9 1,2 1,0 4,1 1,6
10–20 48,6 98,8 99,0 64,1 43,6
20–40 9,7 – – 17,1 5,1
40–63 – – – 14,7 50,7
63–100 3,7 – – – –
>100 37,1

При введении неионогенного ПАВ диспергируемость TiO2 при рН 8,7 ухудшается по сравне-
нию с рН 6,7, что приводит к снижению содержания фракции размером 10–20 мкм. В системе 
латекс–слюда при рН 8,7, не содержащей ПАВ, происходит значительное улучшение дисперги-
руемости слюды и образование монодисперсных суспензий с преимущественным размером ча-
стиц 10–20 мкм (98,3%) (табл. 8).

Таблица 8. Гранулометрический состав дисперсий латекс–слюда–ПАВ при рН 8,7

Table 8. Granulometric composition of latex–mica–surfactant dispersions at pH 8.7

Размер частиц, мкм
Латекс–слюда

Тип и содержание ПАВ, мас.%
анионный неионогенный

0,5 1,0 0,5 1,0
Содержание фракции, %

0–10 1,5 1,6 0,2 0,2 0,2
10–20 98,3 77,5 86,3 82,5 48,9
20–40 0,2 0,4 13,5 17,3 17,1
40–63 – 3,5 – – 11,4
63–100 – 1,4 – – 0,7
>100 – 15,6 – – 21,8

Характер влияния ПАВ на гранулометрический состав слюды остается таким же, как при 
рН 6,7. Таким образом, повышение рН дисперсионной среды от 6,7 до 8,7 заметно улучшает дис-
пергируемость TiO2 в присутствии анионного Оротана и слабо влияет на диспергируемость при 
введении неионогенного LCN.

Рис. 5. Изменение оптической плотности (D) смешанных систем во времени (t) при рН ДС 8,7 с дисперсной фазой:  
а – TiO2, б – слюда; 1 – латекс–TiO2; смешанные системы латекс–пигмент–ПАВ: 2 – 0,5% LCN; 3 – 1,0% LCN;  

4 – 0,5% Оротан; 5 – 1,0% Оротан. Концентрация латекса – 0,05%

Fig. 5. Change of mixed system optical density (D) in time (t) at pH 8.7 with disperse phase: а – TiO2, б – mica;  
1 – latex-TiO2; mixed latex-pigment-surfactant systems: 2 – LCN 0.5%; 3 – LCN 1.0%; 4 – Orotan 0.5%; 5 – Orotan 1.0%
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В системе латекс–слюда наблюдается обратная зависимость диспергируемости слюды в при-
сутствии анионного ПАВ по сравнению с аналогичными системами при рН 6,7. Влияние неионо-
генного ПАВ на гранулометрический состав не зависит от изменения рН в этом интервале.

Заключение. На примере модельных низкоконцентрированных дисперсий минеральных по-
рошков (TiO2 и слюды) в метилфенилполисилоксановом латексе проведено систематическое ис-
следование влияния химической природы и содержания дисперсной фазы, функциональных до-
бавок (диспергаторов) и рН дисперсионной среды на их агрегативную устойчивость и грануло-
метрический состав. Получены следующие результаты: агрегативная устойчивость смешанных 
систем латекс–TiO2 при увеличении концентрации ДФ от 0,3 до 1,0% растет, а для системы ла-
текс–слюда падает, что обусловлено в первом случае образованием структурной сетки с участи-
ем частиц TiO2 коллоидного размера ≤0,1 мкм как связующих звеньев и более крупных частиц, 
фиксируемых в ее узлах, а во втором – агрегированием анизотропных частиц слюды и повыше-
нием их седиментации.

Введение органических диспергирующих агентов анионного и неионогенного типов в смешан-
ные дисперсии наполненного полисилоксанового латекса порошками TiO2 и слюды (рН 6,7) при-
водит к повышению их диспергируемости и существенным снижением полидисперсности обра-
зуемых суспензий. Установлено при этом же рН отсутствие корреляции между диспергирующей 
и стабилизирующей активностью используемых ПАВ. Так, неионогенный LCN – хороший дис-
пергатор, но слабый стабилизатор для дисперсий латекс–TiO2. В то же время вид и концентрация 
обоих ПАВ практически не влияет на агрегативную устойчивость системы латекс–слюда.

Повышение рН дисперсионной среды от 6,7 до 8,7 существенно улучшает диспергируемость 
порошков в латексах, не содержащих диспергаторы, а при их введении отмечено только некото-
рое повышение стабилизирующей активности LCN для дисперсий латекс–TiO2.

Полученные в работе экспериментальные данные и выявленные закономерности положены  
в основу разработки состава новой экологически и пожаробезопасной водно-дисперсионной тер-
мостойкой антикоррозионной грунтовки для эксплуатации при температуре 300–400 °С.

Список использованных источников

1. Flocculation of dilute titanium dioxide suspension by graft cationic polyelectrolytes / D. Li [et al.] // Colloid Polym. 
Sci. – 1999. – Vol. 277. – P. 115–121. 

2. Агрегативная устойчивость гидрозолей диоксида титана / Л. И. Грищенко [и др.] // Коллоид. журн. – 1994. –  
Т. 56, № 2. – C. 269–271. 

3. Yotsumoto, H. Application of extended DLVO Theory. I. Stability of rutile suspensions / H. Yotsumoto, R.-N. Yoon //  
J. Colloid Interface Sci. – 1993. – Vol. 157, № 2. – P. 426–433. 

4. Электроповерхностные свойства и агрегативная устойчивость водных дисперсий TiO2 и ZrO2 / Е. В. Голикова 
[и др.] // Коллоид. журн. – 1995. – Т. 57, № 1. – C. 25–29. 

5. Никипанчук, Д. М. Межчастичные взаимодействия в дисперсиях диоксида титана / Д. М. Никипанчук, З. М. Яре- 
мко, Л. Б. Федушинская // Коллоид. журн. – 1997. – Т. 59, № 3. – C. 350–354.

6. Кажуро, И. П. Коллоидно-химические свойства дисперсий минеральных порошков в латексах: дис. … канд. 
хим. наук: 02.00.11 / И. П. Кажуро; Hац. акад. наук Беларуси. – Минск, 2012. – 160 с.

References

1. Li D., Zhu S., Pelton R.H. and Spafford M., “Flocculation of dilute titanium dioxide suspension by graft cationic 
polyelectrolytes”, Colloid and Polymer Science, 1999, vol. 277, pp. 108–114.

2. Grishchenko L. I., Medvedkova N.G., Nazarov V.V. and Frolov Yu.G. “Aggregative stability of titanium dioxide 
hydrosols”, Colloid Journal, 1994, vol. 56, no. 2, pp. 269–271.

3. Yotsumoto H. and Yoon R.-N., “Application of extended DLVO Theory. I. Stability of rutile suspensions”, Journal  
of Colloid and Interface Science, 1993, vol. 157, no. 2, pp. 426–433.

4. Golikova E. V., Rogoza O. M., Shelkunov D. M. and Chernoberezhskij Yu. M., “Electrical surface properties and 
aggre gation stability of TiO2 and ZrO2 aqueous dispersions”, Colloid Journal, 1995, vol. 57, no. 1, pp. 25–29.

5. Nikipanchuk D.M., Yaremko Z.М. and Fedushinskaya L.B., ″Interparticle interactions in dispersions of titanium 
dioxide″, Colloid Journal, 1997, vol. 59, no. 3, pp. 350–354.

6. Kazhuro I. P., “Colloid chemical properties of mineral powder dispersions in latex”, Ph.D. Thesis, colloid chemistry, 
The National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, BY, 2012. 



 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2017, no. 2, pp. 25–33  33

Информация об авторах

Кажуро Ирина Павловна  - канд. хим. наук, ст. на-
уч. сотрудник, Институт общей и неорганической хи-
мии НАН Беларуси (ул. Сурганова, 9, корп.1, 220072, 
Минск, Республика Беларусь). Е-mail: anirina@ igic.
bas-net.by.

Кошевар Василий Дмитриевич – д-р хим. наук, 
профессор, зав. лаб. химии лакокрасочных и вяжу- 
щих материалов, Институт общей и неорганической 
химии НАН Беларуси (ул. Сурганова, 9, корп.1, 220072, 
Минск, Рес публика Беларусь). Е-mail: koshevar@igic.
bas-net.by.

Симаш Наталья Анатольевна – мл. науч. сотрудник, 
Институт общей и неорганической химии НАН Бела- 
руси (ул. Сурганова, 9, корп.1, 220072, Минск, Респуб- 
лика Беларусь).

Iformation about the autors

Kazhuro Iryna Pavlovna – Ph. D. (Chemistry), Senior 
Re search Associate,  Institute of General and Inorganic Che-
mistry of the National Academy of Sciences of Belarus (9/1 
Surganov Str., 220072, Minsk, Republik of  Belarus). E-mail: 
anirina@ igic.bas-net.by.

Koshevar Vasiliy Dmitrievich – D. Sc. (Chemistry), Pro-
fessor, Head of the Laboratory of Chemistry of Coating and 
Binding Materials, Institute of General and Inorganic Che-
mi stry of the National Academy of Sciences of Belarus (9/1 
Surganov Str., 220072, Minsk, Republik of Belarus). E-mail: 
koshevar@igic.bas-net.by. 

Simash Natalia Anatolyevna – Junior Researcher, Insti-
tute of General and Inorganic Chemistry of the National 
Aca demy of Sciences of Belarus (9/1 Surganov Str., 220072, 
Minsk, Republik of  Belarus).

Для цитирования

Кажуро, И. П. Гранулометрический состав и седи-
ментационная устойчивость смешанных водно-диспер-
си он ных систем полисилоксан–минеральный порошок / 
И. П. Кажуро, В. Д. Кошевар, Н. А. Симаш // Вес. Нац. 
акад. навук Беларусi. Сер. хiм. навук. – 2017. – № 2. –  
С. 25–33.

For citation

Kazhuro I. P., Koshevar V. D., Simash N. A. 
Granulometric composition and sedimentation stability  
of water dispersion polysiloxane-mineral powder systems. 
Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya khi-
michnykh navuk. [Proceedings of the National Academy  
of Sciences of Belarus, chemical series], 2017, no. 2, pp. 25–33. 
(In Russian).



34 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2017. № 2. C. 34–38 

ISSN 0002-3590(print.) 
УДК 541.183.544.576;543.54  Поступила в редакцию 27.12.2016

Received 27.12.2016 

О. Н. Опанасенко, Н. П. Крутько, О. Л. Жигалова, О. В. Лукша, Т. А. Козинец

Институт общей и неорганической химии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

МЕЖФАЗНЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ НА ГРАНИЦЕ РАЗДЕЛА НЕФТЬ–ВОДА  
В ПРИСУТСТВИИ АНИОННЫХ ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 

Изучено влияние строения углеводородного радикала АПАВ на процессы, происходящие на межфазной границе 
нефть–раствор АПАВ, и структурообразование в их водных растворах. Выявлены критерии оценки эффективности 
действия АПАВ, заключающиеся в том, что их поведение на границе нефть–вода зависит от строения углеводо- 
родного радикала молекулы АПАВ и определяется линейностью, насыщенностью, а также при уменьшении длины 
радикала наличием ароматического кольца в его структуре. Полученные закономерности изменения межфазного 
взаимодействия на границе свободная нефть–вода в присутствии АПАВ коррелируют с результатами исследования 
их нефтеотмывающей способности с металлической поверхности и структурно-реологическими свойствами водных 
растворов.

Ключевые слова: анионные поверхностно-активные вещества, межфазное натяжение, нефтеотмывающая способ-
ность, структурообразование.
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INTERPHASE INTERACTIONS ON THE OIL-WATER INTERFACE IN THE PRESENCE  
OF ANIONIC SURFACTANTS

The effect of anionic surfactant alkyl chain structure on the processes occurring at oil–surfactant solution interface and 
structure formation in water solution, has been studied. The criteria for evaluating anionic surfactants҆ efficiency have been 
formulated. It has established that their behavior at the oil–water interface is governed not only by the linearity and saturation 
of the alkyl group, but also by its length and presence of aromatic ring in its structure. The regularities found are in agreement 
with the data on the ability of anionic surfactant solutions to wash off oil from metal surface, structural and rheological prop-
erties of their water solutions. It has been shown that anionic surfactants effectively reduce the interfacial tension at the oil – 
water and stabilize the drops of oil thus improving the processes of recovery, preparation and transportation of heavy oil.

Keywords: anionic surfactants, interfacial tension, ability to wash off oil, structure formation.

Введение. Особенностью решения проблем нефтеотдачи коллекторов, подготовки и транс- 
портирования высоковязкой нефти является комплексное воздействие на процессы, происходя- 
щие на поверхности на границах раздела нефть–вода [1, 2]. Известно, что наиболее широкое 
применение для этих целей нашли неионогенные поверхностно-активные вещества (НПАВ), 
преимущественно оксиэтилированные изононилфенолы, что связано прежде всего с большим 
объемом их промышленного производства [3]. Однако многолетний опыт их использования не 
дал однозначно положительных результатов, что обусловлено слабой поверхностной активно- 
стью НПАВ на границе нефть–вода и низкой нефтеотмывающей способностью [4]. В связи  
с этим представляло интерес рассмотреть возможность применения ионогенных ПАВ, в частно- 
сти анионных ПАВ (АПАВ), характеризующихся более высокой поверхностной активностью  
и адсорбционной способностью.

Цель данной работы – изучение влияния строения углеводородного радикала АПАВ на 
процессы, происходящие на межфазной границе нефть–раствор АПАВ, и структурообразование 
в их водных растворах. 

Экспериментальная часть. В качестве объектов исследования использовали стеарат, олеат, 
линолеат натрия (C17H35COONa, C17H33COONa, C17H31COONa соответственно), вторичный ал-
килсульфонат натрия (R1R2SO2ONa; R1 + R2 = 15–17) с разветвленным радикалом, алкилбензол-
сульфонат натрия (R-С6Н4SO2ONa; R = 12–14); высоковязкая нефть Ашальчинского месторождения 
ПАО «Татнефть».
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Межфазное натяжение на границе нефть – вод- 
ный раствор ПАВ определяли с использованием при- 
бора «Процессор-тензиометр К100 МК2» фирмы 
«Krüss» (Германия) В качестве инструмента изме- 
рения применяли стандартное платиновое кольцо. 

Структурно-реологические характеристики вод- 
ных растворов АПАВ определяли на ротацион- 
ном вискозиметре «Реотест-2» с использованием 
цилиндрического измерительного устройства. Изме- 
рения проводили при скоростях сдвига 1,5÷1312 с–1 
и температуре 20 °С. Нефтеотмывающую способ- 
ность (НС) растворов ПАВ оценивали в соответст- 
вии с методикой [5].

Результаты и их обсуждение. Изотермы меж-
фазного натяжения на границе нефть–раствор ПАВ 
при Т = 20 °С представлены на рис. 1. Коллоидно-
химические свойства растворов АПАВ приведены 
в табл. 1.

Таблица 1. Коллоидно-химические характеристики растворов АПАВ

Table 1. Colloidal characteristics of anionic surfactant solutions 

ПАВ Гm×106, моль/м2 СККМ, моль/л Sm×1020, м2 σmin, мН/м

Стеарат натрия 5,5 3,2×10–6 30,2 3,4
Олеат натрия 4,5 1,3×10–5 36,9 5,2
Линолеат натрия 4,2 2,5×10–5 39,5 8,1
Алкилсульфонат натрия 3,3 8,5×10–5 50,3 7,8
Алкилбензолсульфонат натрия 5,0 5,3×10–5 33,2 3,8

Сравнительный анализ полученных данных показал (рис. 1, табл. 1), что для всех исследуе-
мых систем нефть–раствор АПАВ с увеличением содержания ПАВ в растворе наблюдается зна-
чительное снижение межфазного натяжения с 27 до 3,4–8,1 мН/м, что связано с протеканием 
процесса адсорбции ПАВ на поверхностях раздела нефть–вода. Для АПАВ с одинаковой длиной 
углеводородного радикала и полярной группой -COONa межфазное натяжение уменьшается  
в ряду С17H31COONa > C17H33COONa > C17H35COONa, что определяется их критическими кон-
центрациями мицеллообразования Сккм и поверхностной активностью. Так, в указанном ряду 
Сккм снижается и составляет 2,5×10–5, 1,3×10–5 и 3,2×10–6 моль/л, а поверхностная активность, как 
следствие, возрастает. Следует отметить, что максимальное снижение межфазного натяжения 
достигается для системы нефть–вода в присутствии стеарата натрия и составляет 3,4 мН/м, что 
обусловлено линейным строением углеводородного радикала и наличием в нем насыщенных 
углеводородных связей. В то время как наличие двух двойных связей в молекуле линолеата 
натрия затрудняет процесс мицеллообразования, что приводит к снижению адсорбции в 1,3 раза 
и поверхностной активности на границе раздела нефть–вода и, как следствие, межфазное натя-
жение снижается только до 8,1 мН/м. Подобная картина наблюдается и для системы нефть–вода 
в присутствии алкилсульфоната натрия, низкую поверхностную активность которого можно 
объяснить стерическими затруднениями, вызванными разветвлением структуры и увеличением 
числа полярных групп в молекуле. Наличие ароматического кольца в неразветвленном 
углеводородном радикале алкилбензолсульфоната натрия способствует усилению адсорбции на 
границе нефть–вода, что приводит к снижению межфазного натяжения до 3,8 мН/м аналогично 
действию стеарата натрия (3,4 мН/м).

Обобщая полученные экспериментальные данные можно заключить, что величина межфаз- 
ного натяжения на границе нефть–вода в присутствии АПАВ определяется линейностью, насы- 

Рис. 1. Изотермы межфазного натяжения  
на границе нефть–раствор АПАВ  

при температуре 20 °С

Fig. 1. Isotherms of interfacial tension on the  
oil–anionic surfactant solution interface at 20 °C
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щенностью углеводородного радикала, а также при уменьшении длины радикала наличием аро- 
матического кольца в его структуре. Выявленные критерии позволяют оценить эффективность 
действия АПАВ на границе раздела свободных капель (либо объемов) нефти и воды, т. е. не свя-
занных молекулярными силами с твердой поверхностью. В то же время нельзя исключать из 
рассмотрения межфазные взаимодействия на границе пленочная нефть–вода. В связи с этим 
представляло интерес провести исследование нефтеотмывающей способности водных растворов 
АПАВ с металлической поверхности (рис. 2). 

Анализ данных, представленных на рис. 2, показал, что для всех исследуемых АПАВ, 
независимо от строения углеводородного радикала и количества полярных групп, характер 
зависимости НС от концентрации имеет синусоидальный вид. Так, для натриевых солей жирных 
кислот максимумы нефтеотмывки наблюдаются при концентрациях 0,1 и 0,5%, что обусловлено 
формированием плотного гидрофобного адсорбционного слоя на границе раздела, способству- 
ющего повышению сродства фаз нефть–вода. При переходе от 0,1 к 0,25 и от 0,5 до 1% на- 
блюдается противоположный эффект, проявляющийся в снижении НС на 5–17%, что, воз- 
можно, связано с частичной гидрофилизацией поверхности раздела в результате полимолекуляр- 
ной адсорбции. Показано, что НС ПАВ на основе натриевых солей жирных кислот убывает  
в ряду C17H35COONa > C17H33COONa >> C17H31COONa с 98 до 70%. Это обусловлено увеличением 
количества двойных связей в углеводородном радикале и, как следствие, снижением адсорбции 
на межфазной границе Гm с 5,5·10–6 до 4,2· 10–6 моль/м2 (табл. 1).

Для исследуемых сульфонатов рост НС наблюдается в интервале концентраций 0,1 ÷ 0,25%  
и 0,5 ÷ 1%. Так, для алкилбензолсульфоната натрия максимумы НС составляют 85% при концен- 
трации 0,25% и 86% – при 1% соответственно, в то время как для алкилсульфоната натрия – 76  
и 74% при аналогичных концентрациях. Смещение первого максимума в сторону более высоких 
концентраций по сравнению с натриевыми солями жирных кислот связано с тем, что для форми- 
рования плотного адсорбционного слоя молекулами сульфонатов, имеющих более короткий 
углеводородный радикал, содержание их в растворе должно быть выше. 

Высокую НС алкилбензолсульфоната натрия можно объяснить наличием в его молекуле 
ароматического кольца, ориентированного своей плоскостью параллельно границе раздела, что 
приводит к образованию более конденсированного адсорбционного слоя, в то время как развет- 
вление углеводородного радикала алкилсульфоната натрия способствует его разрежению (табл. 1).

Оценено влияние химического строения АПАВ на структурно-реологические свойства их 
водных растворов. Для исследований выбраны мицеллярные растворы АПАВ. Значения струк- 
турно-реологических характеристик представлены в табл. 2.

Рис. 2. Нефтеотмывающая способность водных растворов стеарата (1), олеата (2), линолеата (3),  
алкилбензолсульфоната (4), алкилсульфонатата (5) натрия

Fig. 2. The ability to wash off oil for aqueous solutions of stearate (1), sodium oleate (2), sodium linoleate (3),  
alkylbenzene sulphonate (4), sodium (5) alkylsulfonate
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Таблица 2. Структурно-реологические характеристики водных растворов АПАВ при Т = 20 °С
Table 2. Structural and rheological characteristics of anionic surfactant water solutions at T = 20 oC

АПАВ η0
*103, Па·с Pk1, Па Pk2, Па Pm, Па Pm/ Pk1

Стеарат натрия 980 27,4 33,5 43,2 1,57
Олеат натрия 783 23,5 – 28,3 1,20
Линолеат натрия 626 21,8 – 25,6 1,17
Алкилбензолсульфонат натрия 883 25,1 28,3 37,9 1,51
Алкилсульфонат натрия 490 19,7 – 21,6 1,09

На основании анализа данных, представленных в табл. 2, установлено, что вязкость 
практически неразрушенной структуры η0* исследуемых растворов ПАВ снижается в ряду 
C17H35COONa > R-С6Н4SO2ONa > C17H33COONa > C17H31COONa > R1R2SO2ONa, что, вероятно, 
связано с уменьшением длины цилиндрических мицелл в растворах АПАВ вследствие ослаб- 
ления гидрофобных взаимодействий [6]. Установлено, что при исследуемой концентрации 
вязкоупругие свойства проявляют только растворы стеарата и алкилбензолсульфоната натрия, 
что обусловлено наличием в них пространственных структур, образованных за счет переплете-
ния цилиндрических мицелл между собой. Кроме того, растворы стеарата и алкилбензолсуль- 
фоната натрия имеют максимальные значения Pm, характеризующие прочность образованных 
структур при высоких напряжениях сдвига. Об увеличении прочности структурных связей в их 
растворах свидетельствует и повышение значения отношений пределов прочности Pm/Pk1 в 1,3–
1,5 раза по сравнению с растворами алкилсульфоната, олеата и линолеата натрия. Способность 
стеарата и алкилбензолсульфоната натрия повышать прочностные свойства водных растворов  
и придавать им вязкоупругие свойства позволит создать прочные адсорбционно-сольватные 
слои на поверхности нефтяных капель, что обеспечит их устойчивость по отношению к коале- 
сценции и невозможность обращения фаз и облегчит процесс вытеснения нефти.

Заключение. В результате проведенных исследований выявлены критерии оценки эффектив- 
ности действия АПАВ, заключающиеся в том, что их поведение на границе нефть–вода зависит от 
строения углеводородного радикала молекулы АПАВ и определяется линейностью, насыщенностью, 
а также при уменьшении длины радикала наличием ароматического кольца в его структуре. Полу- 
ченные закономерности изменения межфазного взаимодействия на границе свободная нефть–вода 
в присутствии АПАВ коррелируют с результатами исследования их нефтеотмывающей способности 
с металлической поверхности и структурно-реологическими свойствами водных растворов. 
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CТРУКТУРНЫЕ ПАРАМЕТРЫ СИЛИКАГЕЛЯ В ЗАВИСИМОСТИ  
ОТ ТЕМПЕРАТУРЫ ЕГО СИНТЕЗА

В работе впервые изучено формирование структуры силикагеля в зависимости от температуры осаждения крем- 
негеля. Показано, что с ростом температуры осаждения кремнегеля структурные параметры полученных образцов 
силикагеля сильно изменяются. Рассмотрен механизм структурообразования и указаны основные причины, ответ- 
ственные за этот процесс. Установлено, что с ростом концентрации раствора силиката натрия при постоянной 
температуре осаждения гидроксидов, сорбционная емкость образцов увеличивается, а удельная поверхность, наобо- 
рот, уменьшается. Показано, что обработка отмытого кремнегеля в кипящей воде способствует развитию его сорб- 
ционной емкости и увеличению удельной поверхности.

Ключевые слова: адсорбция, термосинтез, кремнегель, структурообразование.

V. S. Komarov, S. V. Besarab

Institute of General and Inorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus,  
Minsk, Republic of Belarus

THE RELATIONSHIP BETWEEN SYNTHESIS TEMPERATURE OF SILICA GEL  
AND ITS STRUCTURAL PARAMETERS

The relationship between the temperature of silicic acid gel deposition and the structure of silica formed, has been stud-
ied. It has been shown that, with increasing deposition temperature of silicic acid gel, structural parameters of silica samples 
obtained change greatly. The mechanism of structure formation has been considered and the main causes responsible for this 
process have been identified. It has been found that with increasing concentration of sodium silicate solution at constant pre-
cipitation temperature, the sorption capacity of samples increases while the specific surface area decreases. It has been shown 
that treatment of washed silica gel in boiling water improves its adsorption capacity and reduces its specific surface.

Keywords: silica thermosynthesis, adsorption, structure formation.

Введение. Значение пористых тел в науке и технике трудно переоценить. Практически все 
адсорбенты и катализаторы являются пористыми телами. Размеры пор могут изменяться в очень 
широком интервале – от величин, соизмеримых с размером молекул, до наблюдаемых непо- 
средственно при небольших увеличениях. Пористые материалы широко применяются в различ- 
ных областях техники и народного хозяйства: пористость почв, грунтов и пород имеет определен- 
ное значение при происходящих в них процессах переноса газообразных и жидких веществ. 
Поэтому разработка новых эффективных методов синтеза пористых материалов с заданными 
структурными параметрами является одним из актуальных направлений, связанных с развитием 
современных технологий. 

Изменение температурных параметров синтеза является основой для разработки эффектив- 
ных методов синтеза как силикагелей, так и образцов на основе гидроксидов металлов. 

Влияние температуры вносит целый ряд изменений в свойства среды формирования гидро- 
ксидов: поверхностное натяжение и диэлектрическая постоянная, вязкость раствора, броуновское 
движение, степень гидратации частиц и ряд других факторов, которые в той или иной степени 
влияют на процесс структурообразования гидроксида. Помимо этого, эффективность действия 
температуры при осаждении гидроксидов существенно зависит от размера частиц гидроксида  
и энергии их связи друг с другом: чем выше энергия связи частиц, тем в меньшей степени 
происходит усадка частиц геля в процессе сушки. Поэтому гели, обладающие жестким каркасом, 
образованным при их синтезе, более устойчивы к последующим физическим воздействиям.  

© Комаров В. С., Бесараб С. В., 2017
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И наоборот, гели многих металлов с «мягкой» структурой скелета весьма чувствительны как  
к внешним воздействиям, так и к действию сил капиллярной контракции. При этом с ростом 
концентрации раствора данные изменения также заметно уменьшаются. Причина данных струк-
турных изменений обусловлена, с одной стороны, ростом концентрации частиц геля в объеме 
раствора, а с другой – меньшей степенью гидратации частиц, что создает благоприятные условия 
для взаимодействия частиц друг с другом, т. е. образованию более прочного каркаса. 

Результаты и их обсуждение. Синтезированы образцы силикагеля из 5, 10, 15, 20%-ных раст- 
воров силиката натрия. Исследование структурных параметров получаемых образцов пока- 
зывает, что с ростом концентрации раствора силиката натрия сорбционная емкость полученных 
образцов увеличивается (таблица). Главная причина данных изменений связана, как уже отме- 
чали, с ростом концентрации частиц силикагеля в объеме раствора и более низкой степенью их 
гидратации, что способствует взаимодействию частиц геля и образованию более рыхлого кар- 
каса с повышенной емкостью поглощения. 

Структурные параметры силикагеля, полученного при различных температурах осаждения кремнегеля
Structural parameters of silica gel prepared at different temperatures of silicic acid precipitation

Номер образеца Концентрация раствора Na2SiO3, % Температура осаждения, °С Vs, см3/г Sуд, м2/г

1 5 20 0,421 328
2 10 20 0,432 292
3 15 20 0,460 251
4 20 20 0,471 189
5 5 40 0,455 350
6 10 40 0,467 330
7 15 40 0,505 285
8 20 40 0,517 267
9 5 60 0,475 375
10 10 60 0,500 360
11 15 60 0,521 282
12 20 60 0,560 245
13 5 80 0,492 416
14 10 80 0,557 387
15 15 80 0,582 300
16 20 80 0,640 213
17* 10 20 0,539 392
18* 10 20 0,699 385

П р и м е ч а н и е. *Отмытый кремнегель (образец № 2) обработан в кипящей воде 5 (образец № 17) и 10 мин (об-
разец №18) соответственно.

Известно, что ход коагуляции во времени определяется двумя факторами – броуновским 
движением частиц и их взаимодействием при соприкосновении. Наиболее простым является 
случай, когда к золю прибавлено настолько большее количество электролита, что отталкиванием 
между частицами можно полностью пренебречь. Для упрощения этого процесса можно предста- 
вить, что каждая частица окружена сферой, в пределах которой действуют силы притяжения. 
Если вторая частица попадает в эту среду, то обе частицы необратимо соединяются, т. е. каждое 
столкновение частиц ведет к коагуляции [1].

Изучение характера изменения структурных параметров образцов в зависимости от темпе- 
ратуры осаждения геля кремниевой кислоты представляет интерес по ряду причин. Во-первых, 
с повышением температуры уменьшается степень гидратации частиц геля, что уже само по себе 
создает благоприятные условия для их взаимодействия. Во-вторых, увеличение температуры 
способствует уменьшению вязкости раствора и росту подвижности частиц, в-третьих – увели- 
чению энергии взаимодействия частиц друг с другом, что препятствует их усадке при сушке 
образца. Иначе говоря, увеличение температуры способствует образованию пористого тела  
с более высокой емкостью поглощения. При этом рост сорбционной емкости образца находится 
в линейной зависимости от температуры осаждения силикагеля.
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Наряду с этим следует отметить, что с изменением кон- 
центрации раствора силиката натрия, изменяются и стру- 
ктурные параметры полученных образцов. С ростом концент- 
рации раствора силиката натрия при постоянной температуре 
осаждения кремнегеля емкость поглощения получаемых 
образцов увеличивается. Аналогичная зависимость сорб- 
ционной емкости силикагеля наблюдается и для образцов, 
полученных при более высоких температурах осаждения 
кремнегеля (рис. 1). 

Это говорит о том, что действие рассмотренных факто- 
ров, в частности степень гидратации частиц, а также рост 
их концентрации в единице объема раствора, вносят основ- 
ной вклад в развитие сорбционной емкости получаемых 
образцов. Анализ полученных результатов показывает, что 
между сорбционной емкостью синтезируемых образцов, по- 
лученных из растворов силиката натрия различной концен- 
трации, наблюдается симбатная зависимость, в то время как 
величина их удельной поверхности, наоборот, уменьшается, 
т. е. между сорбционной емкостью образцов и их удельной 
поверхностью наблюдается антибатная зависимость (рис. 2). 
Это, во-первых, свидетельствует о том, что с ростом концен- 
трации растворов силиката натрия формируются образцы с более крупнопористой структурой, 
обладающие более высокой емкостью поглощения, а с другой стороны, указывает на то, что  
с ростом температуры осаждения кремнегеля не происходит заметного образования частиц SiO2 
более мелких размеров.

Помимо сказанного, следует отметить, что с ростом температуры синтеза силикагеля изме- 
няется его среда структурообразования, что существенно сказывается на степени гидратации 
частиц геля, их подвижности и, главное, на степени взаимодействия их частиц друг с другом. 
Указанные факторы способствуют образованию более прочного структурного каркаса, который 
незначительно изменяется в процессе сушки образцов под действием сил капиллярной контрак- 
ции. При этом следует отметить, что в воде, имеющей решетку льда-тридимита с тетраэдрической 
координацией молекул, с повышением температуры вращательные и поступательные движения 
ее молекул усиливаются, а сцепление между диполями уменьшается, т. е. с ростом температуры 
тетраэдрическая структура воды начинает интенсивно размываться тепловым движением молекул 
[2, 3]. При этом присутствие ионов соли способствует этому процессу, а соответственно и уси- 
ливает результаты структурообразования гидроксидов при повышенных температурах.

Не исключено, что с ростом температуры осаждения гидроксидов нарушается и обычный 
принцип структурообразования кремнегеля, который обусловлен не агрегацией и полимериза- 
цией, а тесным примыканием одной молекулы к другой. Этот факт исключает присутствие 
линейных полисиликатных цепей, так как полисиликатные ионы имеют сферическую структуру. 
В результате формируется структура образцов не только с более высокой сорбционной емкостью, 
но и с незначительным ростом удельной поверхности.

В связи с этим следует предположить, что частицы кремнегеля с ростом температуры их 
синтеза, формируя более рыхлую структуру образца, освобождают тем самым некоторую часть 
своей поверхности, что связано с ростом дисперсности частиц кремнегеля. Эти факторы оказывают 
влияние на некоторый рост удельной поверхности полученных образцов силикагелей.

Попутно с данными исследованиями, внесшими определенный вклад в изучение процесса 
структурообразования силикагеля, представляет интерес и другой вопрос, связанный с пове- 
дением отмытых от солей кремнегелей, синтезированных при 20 °С, при последующей их обра-
ботке в кипящей воде на протяжении 5 и 10 мин (таблица, образцы 17 и 18).

Адсорбционно-структурные результаты показывают, что сорбционная емкость гелей, обра- 
ботанных в кипящей воде, изменяется в большую сторону по отношению к контрольному образцу 
силикагеля, полученному при 20 °С. 

Рис. 1. Изотермы сорбции образцов  
силикагеля в зависимости от температуры 
осаждения кремнегеля. Номера изотерм 

соответствуют номерам образцов  
в таблице

Fig. 1. Sorption isotherms of silica gel 
samples, depending on the temperature  
of silicic acid deposition. Numbering  

of isotherms corresponds to that in the table
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Причина данных структурных изменений пористости силикагеля при обработке его кипящей 
водой, по всей вероятности, заключается в следующем: происходит растворение частиц с на- 
ибольшей кривизной (малые глобулы, шероховатости поверхности частиц и т. д.). В результате 
гель обогащается более крупными частицами, рост которых в растворе определяется раство- 
римостью кремнезема: чем она больше при постоянной температуре обработки образцов, тем 
быстрее растут частицы [4–6].

Помимо этого, при указанной температуре обработки кремнегеля уменьшается степень гид- 
ратации его частиц, что способствует формированию образца с более высокой емкостью погло- 
щения и меньшей удельной поверхностью, обусловленной образованием более рыхлого стру- 
ктурного каркаса. Продолжительность гидротермальной обработки кремнегеля, как видно из 
данных таблицы, усиливает упомянутый эффект.

Предложенный метод обработки отмытых гидроксидов открывает путь для решения многих 
задач, связанных с синтезом пористых материалов с заданной пористой структурой. Эффектив- 
ность этого метода может быть существенно увеличена за счет различного ряда неорганических 
и водорастворимых органических добавок в воду при температурной обработке гидроксида.

Заключение. Проведенные исследования и полученные результаты показывают, что предла- 
гаемые методы структурного формирования гидроксидных образцов, независимо от их природы, 
открывают новые возможности, исключающие использование различного ряда дорогостоящих 
темплатов, для получения пористых материалов с определенными структурными параметрами.

Учитывая, что с ростом температуры осаждения гидроксидов увеличивается не только сорб- 
ционная емкость образцов силикагеля, но и наблюдается определенный рост удельной поверх- 
ности, то можно предположить, что частицы кремнегеля с ростом температуры их получения 

Рис. 2. Структурные параметры силикагелей, полученных из различных концентраций растворов силиката натрия 
при температуре, °С: 1 – 40, 2 – 20, 3 – 60, 4 – 80

Fig. 2. Structural parameters of silica gels prepared from sodium silicate solutions of various concentrations  
at the temperatures, °С: 1 – 40, 2 – 20, 3 – 60, 4 – 80
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формируют не только более рыхлый скелет образца, освобождая тем самым некоторую часть 
поверхности частиц геля, сказывающееся на увеличении поверхности, но, главное, приводят  
к росту дисперсности частиц геля, исключая образование ассоциатов частиц. Эти факторы, на- 
кладывают свой отпечаток на незначительный рост удельной поверхности образцов силикагеля 
с ростом температуры осаждения их кремнегелей. 

Данный метод осаждения гидроксидов улучшает качество получаемого пористого материала 
и его эксплуатационные свойства. Рост удельной поверхности синтезированного пористого 
материала при одновременном увеличении его сорбционного объема явление весьма редкое  
и, как правило, причиной его является изменение дисперсности частиц геля.
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МОЛИБДАТ-СЕЛЕКТИВНЫЙ ЭЛЕКТРОД НА ОСНОВЕ  
ВЫСШИХ ЧЕТВЕРТИЧНЫХ АММОНИЕВЫХ СОЛЕЙ

Оптимизирован состав мембран молибдат-селективных электродов на основе высших ЧАС. Установлено, что 
лучшие аналитические характеристики имеют электроды на основе триметильной ЧАС (бромид 2,3,4-трис(додеци-
локси)бензилтриметиламмония) с добавлением в состав мембран сольватирующей добавки − гептилового эфира 
п-три фторацетилбензойной кислоты. Определены их аналитические характеристики: нижние пределы обнаруже-
ния (5·10−6моль/л); коэффициенты селективности по отношению к мешающим хлорид- (2·10−3), сульфат- (9·10−3), ок-
салат- (2·10−2), вольфрамат- (5·10−3) ионам; рабочие диапазоны рН (7,5−8,5); наклоны электродных функций (28 мВ/декаду). 
Методом ИК-Фурье-спектрометрии были изучены водные растворы молибдата натрия при различных рН. В растворах 
молибдата натрия при рН более 7,5 гидролитические процессы выражены слабо. Однако при работе с молибдат-селектив-
ными электродами лучше использовать свежеприготовленные растворы. Это увеличивает воспроизводимость результа-
тов эксперимента.

Ключевые слова: молибдат-селективный электрод, четвертичная аммониевая соль.

E. M. Rakhman’ko1, Yu. V. Matveichuk2, A. D. Kopyrin1, N. V.Potapkin1

1Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus 
2Mogilev State University of Food Technologies, Mogilev, Republic of Belarus

MOLYBDATE SELECTIVE ELECTRODE BASED ON HIGHER QUATERNARY AMMONIUM SALTS

The membrane composition of molybdate-selective electrodes based on higher quaternary ammonium salts (QAS) has 
been optimized. It has been found that electrodes with the best analytical characteristics are based on 2,3,4-tris(dodecyloxy) 
benzyltrimethylammonium bromide (TM), with 4-trifluoroacetylbenzoic acid heptyl ester (HE) as the solvating additive. 
Their analytical characteristics, such as lower detection limits (5·10−6mol/l); selectivity coefficients  to interfering chloride 
(2·10−3), sulfate (9·10−3), oxalate (2·10−2) and tungstate (5·10−3) ions; working pH range (7.5−8.5); and the slope of the electrode 
function (28 mV/pC) have been determined. Sodium molybdate aqueous solutions have been studied with FT-IR spectrometry 
method at various pH, and it has been shown that at pH above 7.5 hydrolysis is not significant. However, for molybdate-
selective electrodes it is better to use freshly prepared solutions, as it increases the reproducibility of the experimental results.

Keywords: molybdate-selective electrode, quaternary ammonium salt.

Введение. Молибден и его соединения широко применяются в промышленности, поэтому 
увеличивается их содержание в сточных водах и природных объектах. Наиболее часто для опре-
деления молибдена используют фотоколориметрический роданидный метод[1], имеющий высо-
кую точность, но непригодный для определения Мо(VI) в присутствии окрашенных ионов  
и W(VI), что предполагает введение дополнительных операций. Авторы [2] для определения 
Мо(VI) в присутствии не более чем 10-кратного избытка W(VI) предложили использовать метод 
твердофазной спектрометрии. В качестве фотометрического реагента использовали пирокатехи-
новый фиолетовый, нанесенный на анионит АВ-17хB, рН раствора 3,5. 

Кроме фотометрического анализа известны каталитические, микробиологические, радиоак-
тивационные, титриметрические, гравиметрические, полярографические методы определения 
Мо(VI) [3]. Из большого числа физико-химических методов ионометрия относится к наиболее 
простым и доступным методам анализа. 
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Известно [4, 5], что состояние соединений молибдена в растворе является достаточно слож-
ным, т.е. возможно образование их различных изо- и полисоединений, что создает трудности 
для ионометрического определения ионов МоО4

2−.
В работе [6] описан пленочный ионоселективный электрод (ИСЭ) на основе иодида три-

гептилдодециламмония. Определение МоО4
2−проводится в присутствии 12,5·10−3моль/л Н2О2. 

Электрод имеет близкий к нернстовому наклон электродной функции в диапазоне концентраций 
от 2,0·10−6 до 5,0·10−3 моль/л МоО4

2−; рабочий диапазон рН электрода от 5,0 до 7,0; срок службы 
электрода 2 мес.; время отклика – 2−3 мин.

Разработан [7] пленочный МоО4
2−−СЭ на основе 5,10,15,20-тетракис(4метоксифенил)порфири-

натокобальта, имеющий наклон 32,0 ± 1,0 мВ, линейный диапазон 5,0·10−5−1,0·10−1 моль/лМоО4
2−; 

рабочий диапазон рН 5,4−10,5; время отклика – 18 с; срок службы – 4 мес. 
В работе [8] описан пленочный МоО4

2−−СЭ на основе диаза-краунэфира (18-краун-6), имею-
щий наклон 31,2 мВ, линейный диапазон 2,5·10−5−1,0·10−1 моль/лМоО4

2−; рабочий диапазон  
рН 5,8−10,9; время отклика 30 с; срок службы 1,5 мес. Логарифмы коэффициентов селективности 
разработанного электрода в присутствии мешающих иодид-, роданид-, нитрат-, нитрит-, сульфит-, 
сульфат-ионов находятся в пределах от –1,63 до –1,13; в присутствии бромид-, хлорид-, перман-
ганат-ионов − от –3,26 до –2,24. К наиболее мешающим для МоО4

2−−СЭ на основе 18-краун-6 
относятся дихромат- и фосфат-ионы.

МоО4
2−−СЭ на основе фосфата церия описан в работе [9]. Электрод имеет линейный диапа-

зон 3,16·10−5−1,0·10−1 моль/лМоО4
2− (предел обнаружения 1,98·10−5 моль/л); наклон – 29 мВ; рабо-

чий диапазон рН 6−10, но невысокую селективность к потенциалопределяющим ионам в присут-
ствии хлорид-, нитрат-, ацетат-, перхлорат-, роданид-ионов и особенно в присутствии вольфра-
мат-, хромат-, оксалат-ионов. 

Однако в приведенных работах [6−9] не приводится информации о влиянии состояния мо-
дибдена (VI) в растворе на работу ИСЭ. Кроме того, рабочие диапазоны рН для таких ИСЭ 
(5,0−7,0; 5,4−10,5; 5,8−10,9; 6−10) вызывают некоторые сомнения, поскольку кислая среда способ-
ствует поликонденсационным и гидролитическим процессам в растворах МоО4

2−. Кроме того, 
селективность МоО4

2−−СЭ в некоторых случаях недостаточна высока. Несмотря на то что име-
ются работы по созданию МоО4

2−−СЭ, однако они немногочисленны.
Цель данного исследования – разработка пленочных ионоселективных электродов на основе 

высших четвертичных аммониевых солей (ЧАС), обратимых к ионам МоО4
2−.

Материалы и методы исследования. Для изготовления мембран использовали ПВХ марки 
«Fluka», ионообменники (ЧАС): хлорид тринонилоктадециламмония (ТНОДА), бромид 2,3,4-трис(до-
децилокси)бензилтриметиламмония (ТМ); гептиловый эфир п-трифторацетилбензойной кисло-
ты (ГЭ), дибутилфталат, х.ч. (ДБФ), тетрагидрофуран, х.ч. Для приготовления растворов использо-
вали следующие (х.ч.) соли: молибдат и вольфрамат натрия 2-водные, гидроксид натрия, аммиак 
водный, оксалат натрия, сульфат калия, хлорид натрия.

Мембраны электродов изготавливали по методике, изложенной в [10]. Перевод ионообменни-
ков в молибдатную форму достигали вымачиванием электродов в 0,1 моль/л растворе Na2МоO4  
в течение 1−1,5 сут; внутрь электродов заливали раствор сравнения, содержащий 10−3моль/л КСl 
и 10−3 моль/л МоО4

2−. Толщина мембран электродов составляла около 0,5 мм.
Растворы Na2МоO4 с концентрацией от 10−6до 10−3 моль/л готовили последовательным раз-

бавлением 10−2моль/л раствора. В табл. 1 представлен состав мембран МоО4
2−− СЭ. 

Таблица 1. Состав исследуемых мембран ИСЭ
Table 1. Composition of ion-selective electrode membranes

Номер мембраны ЧАС
Содержание,  мас.%

ПВХ ЧАС ДБФ ГЭ

МоО4
2−−СЭ

1
ТНОДА

33 5 62 −
2 33 5 47 15
3

ТМ
33 5 62 −

4 33 5 47 15
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Потенциал измеряли с помощью цифрового иономера И-160 при 20 ± 2 °С. Электродом сравнения 
служил хлоридсеребряный электрод ЭВЛ-1М3, для измерения рН – стеклянный электрод ЭСЛ-1М.

Градуировочные графики строили по данным измерения потенциала пары электродов в диа-
пазоне концентраций от 10−6 до 10−2моль/л МоО4

2−. По резуль татам измерений строили графиче-
скую зависимость E–lgC(MoO4

2−), которую ис пользовали для оценки нижних пределов обнару-
жения (НПО) для ИСЭ. НПО для электродов рассчитывали по формуле [11]:

 
( )2

4lg ( O )Mo
НПО 10

C −

=  ,
 где (lgC(MoO4

2−)) соответствует точке пересечения экстраполированных линейных участков 
электродных функций. 

Коэффициенты селективности Pot
,i jK определялись методом отдельных растворов в варианте 

равных концентраций и рассчитывали по уравнению [11]:

 

( )2
Pot
, 10 ,

j iE E

i jK
−

θ= ,
 

где Еi − потенциал в растворе основных ионов, мВ; Еj – потенциал в растворах мешающих ио-

нов, мВ; 2,3 .RT
F

θ =

ИК-спектры водных растворов регистрировали на инфракрасном Фурье-спектрометре Ин-
фраЛЮМ ФТ-02 в диапазоне волновых чисел 2300–500 см–1 и обрабатывали с помощью при-
кладной программы СпектраЛЮМ (спектральное разрешение 1 см–1).

Для записи ИК-спектров использовали экспрессную методику [12]. Суть метода состоит в реги-
страции фонового спектра матрицы-носителя (полимерная пленка, прозрачная в ИК-диапа зоне), 
регистрации спектра образца, нанесенного на матрицу-носитель, и получении спектра исследуе-
мого вещества по разности двух вышеуказанных спектров. Пленка должна иметь микрорельеф  
с глубиной не более 25 мкм на одной стороне. Для записи ИК-спектров водных растворов тонкую 
пленку раствора помещали между листами полимерной пленки, которые в свою очередь зажимали 
между пластинками-магнитами с круглыми отверстиями, помещаемыми по ходу светового луча.  

Результаты и их обсуждение. На рис. 1 представлены электродные функции МоО4
2− − СЭ. 

Все электроды обладают близким к теоретическому наклоном электродных функций. Из рис. 1 
видно, что электроды на основе ТМ имеют более высокую чувствительность (меньшие НПО). 
Введение в состав мембран ГЭ приводит к снижению пределов обнаружения, особенно сильно 
этот эффект проявляется для электродов на основе ТНОДА.

Рис. 1. Электродные функции МоО4
2− – селективных электродов: 1 – ТНОДА+ДБФ,  

2 – ТНОДА+ДБФ+ГЭ, 3 – ТМ+ДБФ, 4 – ТМ+ДБФ+ГЭ
Fig. 1. Electrode functions of МоО4

2− − selective electrodes: 1 – TNODA+dibutyl phthalate,  
2 – TNODA+dibutyl phthalate+HE, 3 – ТМ+dibutyl phthalate, 4 – ТМ+dibutyl phthalate+HE
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На рис. 2 представлены зависимости электродного потенциала МоО4
2− − СЭ (на основе ТМ с до-

бавлением в состав мембран сольватирующей добавки − ГЭ) от концентрации мешающих ионов.
ГЭ образует с ЧАС в кислородсодержащих анионных формах прочные сольваты различного 

строения с высокими константами образования [13], что приводит к увеличению констант обме-
на этих анионов на более гидрофобные, например, хлориды и улучшению селективности МоО4

2− − 
СЭ к потенциалопределяющим ионам МоО4

2− в их присутствии. 
В табл. 2 обобщены результаты по изучению аналитических характеристик МоО4

2−−СЭ. 

Таблица 2. Характеристика МоО4
2−−СЭ

Table 2. Characteristics of МоО4
2– − selective electrode

Мембрана №1 №2 №3 №4

МоО4
2−−СЭ

Наклон, мВ/декаду 27 27,5 27,5 28
НПО, моль/л 5·10−5 8·10−6 1·10−5 5·10−6

Коэффициенты селективности 2
4

Pot
MoO , j

K −  

Cl− 1,5 6·10−3 0,4 2·10−3

SO4
2− 9·10−2 8,5·10−3 6·10−2 9·10−3

C2O4
2− 0,55 0,15 0,9 2·10−2

WO4
2− 0,2 2,5·10−2 4,5·10−2 5·10−3

Из предварительного эксперимента установлено, что потенциал МоO4
2−−СЭ мало зависит от 

pH при значениях, превышающих 7,5−8,0. Соответствующие значения рН растворов поддержи-
вали с помощью разбавленного раствора аммиака, однако так, чтобы они не превышали 8,0−8,5 
для МоO4

2−−СЭ. Высокие значения рН способствуют накоплению карбонатов, которые оказыва-
ют сильное мешающее влияние на потенциал электродов и ухудшают воспроизводимость ре-
зультатов. Более низкие значения рН также недопустимы, так как способствуют гидролитиче-
ским и поликонденсационным процессам в растворах.

Со временем наклоны МоО4
2−−СЭ, мембраны которых содержат ГЭ, снижаются примерно до 

10−15 мВ/декаду, что соответствует наклону четырех- или шестизарядных ионов. Возможно об-
разуются молибденсодержащие полиионы, которые накапливаются в мембране вследствие уси-
ленной их сольватации ГЭ. 

На рис. 3 представлены ИК-спектры кристаллического Na2МоO4·2Н2О и 0,1 моль/л растворов 
при различных рН.

Рис. 2. Зависимости электродного потенциала МоО4
2−– селективного электрода (1) (на основе ТМ, ДБФ и ГЭ)  

от концентрации оксалат- (2), сульфат- (3), вольфрамат- (4), хлорид-ионов (5)
Fig. 2. The relationship between concentrations of oxalate (2), sulphate (3), tungstate (4) and chloride (5) ions,  

and the electrode potential for МоО4
2− selective electrode (1) (based on ТМ+dibutyl phthalate+HE)
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Для свежеприготовленных растворов при рН более 7,5 в ИК-спектрах (рис. 3) не зафиксиро-
вано полос, характерных для мостиковых колебаний Мо−О−Мо. При стоянии растворов с рН 
менее 7,5 происходит углубление гидролитических и конденсационных процессов, что заметно 
отражается на ИК-спектре (рис. 3, спектры 4−7), в котором появляются полосы валентных коле-
баний ν(Мо−О−Мо) около 885 см−1, а также группа полос около 1030−985см−1, относящаяся к де-
формационным колебаниям δ(Мо−ОH) [14, 15].

Учитывая это обстоятельство, при разработке МоО4
2−−СЭ используются только свежеприго-

товленные растворы, хранящиеся не более двух суток. При соблюдении этого условия удается 
получать более воспроизводимые результаты.

Выводы. Показано, что большая селективность и более низкие НПО проявляются для 
МоО4

2− − СЭ на основе триметильной ЧАС с добавлением нейтрального переносчика гептилово-
го эфира п-трифторацетилбензойной кислоты (мембрана №4), обладающей наибольшей стериче-
ской доступностью, что, видимо, связано с увеличением констант ассоциации ионов МоО4

2− 

с катионами ЧАС. Введение сольватирующей добавки (ГЭ) приводит к увеличению селективности 
МоО4

2− − СЭ к МоО4
2− в присутствии мешающих вольфрамат-, хлорид-, сульфат-, оксалат-ионов. 
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РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ СОВМЕСТНОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
ОСТАТОЧНЫХ КОЛИЧЕСТВ ПЕСТИЦИДОВ В ЗЕРНЕ ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ  

МЕТОДОМ ГАЗОВОЙ ХРОМАТОГРАФИИ  
С МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИМ ДЕТЕКТИРОВАНИЕМ

На основе экспериментальных данных разработана и валидирована методика совместного определения остаточ- 
ных количеств 69 пестицидов различных классов (амиды, анилинопиримидины, динитроанилины, имидазолы, 
карбаматы, карбанилаты, морфолины, неоникотиноиды, органодитиофосфаты, органотиофосфаты, пиретроиды, симм- 
триазины, сложные эфиры, стробилурины, тиокарбаматы, триазолы и др. ) в зерне озимой пшеницы методом газовой 
хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием. Экстракционная методика пробоподготовки отлича- 
ется простотой исполнения, малым расходом реактивов, экспрессностью и обеспечивает чистоту экстрактов, доста- 
точную для получения воспроизводимых количественных результатов, как минимум, при 200 анализах. Степени 
извлечения определяемых веществ из зерна озимой пшеницы при уровнях добавок 10,0, 20,0 и 200 мкг·кг–1 соста- 
вляли 76–118 % при стандартных отклонениях определения не превышающих 9 %. Пределы обнаружения для всех 
исследованных пестицидов не превосходили 0,01 мг·кг–1. Пределы количественного определения пестицидов не 
превышали максимально допустимых уровней (МДУ) содержания остаточных количеств пестицидов в зерне хлеб-
ных злаков, установленных в Беларуси и Европейском союзе. Площади пиков веществ в диапазоне концентрации от 
50 до 3000 мкг·л–1 линейно зависели от их концентрации в растворах. Значения коэффициентов детерминации при 
этом R2 превышали 0,997. Разработанная методика была успешно использована для анализа зерна зерновых культур 
на остаточные количества пестицидов, проходивших регистрационные испытания в Беларуси в 2015 году.

Ключевые слова: экстракционная пробоподготовка, определение остаточных количеств пестицидов, разработка 
методики, валидация методики, газовая хроматография, зерно озимой пшеницы.

M. F. Zayats

Institute of Plant Protection, a/c Priluki, Minsk district, Republic of Belarus 

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE METHOD FOR CO-DETERMINATION  
OF PESTICIDE RESIDUES IN WINTER WHEAT GRAIN BY GAS CHROMATOGRAPHY  

WITH MASS SPECTROMETRIC DETECTION

Method for determination of 69 pesticides from different classes (amides, anilinopyrimidines, dinitroanilines, imidazoles, 
carbamates, carbanilates, morpholines, neonicotinoids, organodithiophosphates, organothiophosphates, pyrethroids, simm- 
triazines, esters, strobilurins, thiocarbamates, triazoles, etc.) in winter wheat grain by gas chromatography with mass spectro-
metric detection has been developed and validated by experimental data. The developed extraction method of sample prepara-
tion is simple, quick, consumes only cheap and rather common reagents and provides extracts clean enough to obtain repro-
ducible quantitative results without cleaning of injector liner at least for 200 injections. The recovery values of studied 
pesticides from winter wheat grain were between 76 and 118 % with RSD values below 9 % at 10.0, 20.0 and 200 µg·kg–1 
spiking levels. Detection limits were less or equal to 0.01 mg·kg−1 for all the studied pesticides. The obtained limits of quanti-
fication were below or equal to the maximum residue levels (MRLs) which are set by Belarus and the European Union for the 
corresponding pesticides in cereal grains. The linear range used in the calibration curves was from 50 to 3000 µg·L–1 with the 
values of the determination coefficients R2 more than 0.997. The developed method was successfully used for the analysis  
of cereal grains for the residues of the pesticides, which were under registration trials held in Belarus in 2015.

Keywords: sample preparation, pesticide residue analysis, method development, method validation, gas chromatography, 
winter wheat grain. 

Введение. Современные подходы при культивации зерновых культур обычно предполагают 
применение комплекса химических средств защиты растений [1], содержащих ряд веществ, кото-
рые необходимо контролировать в получаемой продукции [2, 3]. К настоящему времени известны 
десятки методик определения остаточных количеств пестицидов в зерне зерновых культур 
[4–18]. Имеются методики определения как отдельных веществ [4–9], так и групповые методики, 
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позволяющие одновременно определять от двух или нескольких соединений до нескольких де-
сятков и даже сотен пестицидов [10–18], относящихся к разным химическим классам. Очевидно, 
что при необходимости контролировать несколько веществ в анализируемой продукции, исполь-
зование методик совместного определения пестицидов позволяет значительно сократить время, 
необходимое на подготовку проб и хроматографический анализ, а также снизить расход реакти-
вов и себестоимость проведения анализа. 

Следует отметить определенные успехи в разработке методик совместного определения 
остаточных количеств пестицидов (ОКП) в зерне хлебных злаков. Появление высокоэффектив- 
ных хроматографических приборов, оснащенных высокопроизводительными и высокоселек- 
тивными детекторами, одновременно с усовершенствованием методов компьютерных расчетов 
большого массива данных приводит к попыткам создания универсальных методик, позволя- 
ющих проводить одновременное определение максимально возможного количества пестицидов 
с сильно различающимися физико-химическими свойствами. В то же время расширение круга 
определяемых веществ часто приводит к снижению степени очистки получаемых на стадии 
извлечения экстрактов от матричных компонентов. В свою очередь наличие значительного ко- 
личества коэкстрактивных веществ в анализируемой пробе может оказывать значительное вли-
яние на сорбционные и распределительные свойства хроматографической колонки, ее емкость. 
Это может приводить к смещению времени выхода аналитов, размыванию соответствующих 
им пиков на хроматограмме и, как следствие, к ложноположительным и ложноотрицательным 
результатам при идентификации соединений, не говоря уже о корректных количественных 
расчетах [19].

Подавляющее большинство известных на сегодняшний момент методик пробоподготовки 
заключается в экстракции (от 1 до 3-кратной) пестицидов из образцов измельченного зерна 
ацетонитрилом [4], ацетоном [5, 6, 18], водными растворами ацетонитрила [7, 10–14, 17, 18] или 
ацетона [8, 9], смесью ацетона и метанола [15, 16], этилацетатом [18]. Иногда в методах присут-
ствует добавление на стадии извлечения из зерна ацетонитрилом неорганических и органиче-
ских солей (гидроцитрата натрия, цитрата натрия, ацетата натрия, безводного MgSO4, NaCl) [10–
14, 17, 18]. 

Чаще всего при этом экстракты образцов содержат большое количество матричных компо- 
нентов, препятствующих их непосредственному инструментальному анализу. Для очистки 
экстрактов используют метод жидкостной экстракции, а также очистку на колонках или картри- 
джах с силикагелем, флоризилом, оксидом алюминия, активированным углем [4–9, 15, 16]. 
Применяют также очистку методом дисперсионной твердофазной экстракции, используя такие 
сорбенты, как графитизированная сажа, многослойные углеродные нанотрубки, а также C18  
и PSA, представляющие собой силикагель с привитыми соответственно октадеканоильными  
и аминоэтилиминопропильными радикалами [10–14, 17, 18]. 

Следует отметить, что методики, позволяющие получить достаточно чистые образцы для 
возможности анализа на относительно дешевом и доступном оборудовании, обычно трудоемки, 
длительны и дорогостоящи в пробоподготовке, а также предназначены для определения отдель- 
ных веществ в отдельных матрицах [4–9].

Относительно дешевые экспрессные методики, направленные на совместное определение 
нескольких десятков пестицидов, часто не позволяют получить чистые образцы и предполагают 
использование дорогостоящего оборудования (ВЭЖХ-МС/МС и ГХ-МС/МС) [10–14, 17, 18].

Таким образом, актуальной остается проблема разработки дешевых, экспрессных, селектив- 
ных методик подготовки проб, позволяющих проводить достоверное определение микроколи- 
честв пестицидов при их совместном присутствии в зерне злаковых культур на относительно 
дешевом газохроматографическом оборудовании. Целью настоящей работы также является 
валидация разработанной методики и апробация на реальных образцах. 

Реактивы, растворы, материалы. В работе использовалось 69 аналитических стандартов 
действующих веществ (д. в.) пестицидов (табл. 1). Содержание действующих веществ пестици-
дов в аналитических стандартах составляло от 70,4 % (для пропамокарба гидрохлорида) до 96,4 – 
100 % (для остальных 68 стандартов). 
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Маточные растворы пестицидов с концентрацией 100 мкг·мл–1 готовили растворением 0,01000 г 
препарата, содержащего 100,0 % д. в., в ацетонитриле или ацетоне в мерной колбе на 100 мл. При 
меньшем содержании д. в. пестицида в аналитическом стандарте делали соответствующие пе-
ресчеты. Маточный раствор смеси пестицидов, содержащий 69 пестицидов (табл. 1), с концентра-
цией 20 мкг·мл–1 каждого пестицида в ацетоне готовили из маточных растворов индивидуальных 
веществ с концентрацией 100 мг·л−1. 

Таблица 1. Времена удерживания (ВУ) веществ, ионы, использовавшиеся при количественном определении  
(колич. ион) и идентификации (идентифик. ионы) пестицидов при анализе методом ГХ-МС в режиме 

мониторинга выбранных ионов; значения коэффициентов K линейной зависимости площади пиков веществ 
от их концентрации в растворах, а также соответствующие коэффициенты детерминации R2

Table 1. Retention times (RT) of substances; ions used for the quantitative determination (quant. ion)  
and identification (ident. ions) of pesticides at GC-MS analysis in selected ion monitoring (SIM) mode;  

the values of the coefficients K of the linear dependence of the area of the peaks of substances  
on their concentration in solutions, as well as the corresponding coefficients of determination R2

Вещество ВУ Колич. ион
Идентифик. ионы (интенсивность, %)

K R2

1 2

2,4-Д 2-этил-гексиловый эфир 17,54 220 222(65) 332(27) 7,61∙104 0,9999
Азоксистробин 31,96 344 345(41) 388(29) 9,20∙104 0,9992
Биксафен 28,46 159 413(6) 160(7) 3,53∙105 0,9997
Бифентрин 21,55 181 166(37) 165(26) 3,77∙105 0,9972
Боскалид 27,61 140 112(35,3) 142(31) 2,07∙105 0,9999
Галоксифоп-П-метил 16,06 316 288(97) 375(61) 8,04∙104 0,9999
Гамма-цигалотрин 23,31 181 197(60) 208(38) 2,61∙104 0,9981
Диазинон 11,24 179 137(97) 152(65) 2,53∙105 0,9999
Диметахлор 12,67 134 197(41) 210(11) 2,49∙105 0,9999
Диметенамид 12,64 154 230(34) 203(19) 2,32∙105 1,0000
Диметоат 11,13 87 93(43) 125(501) 5,08∙104 0,9992
Димоксистробин 21,69 116 205(43) 117(17) 3,08∙105 0,9999
Дифеноконазол 30,49 323 265(120) 267(77) 1,03∙105 0,9995
Дифлюфеникан 20,82 266 394(15) 267(17) 3,07∙105 0,9998
Имазалил 17,52 215 173(83) 217(64) 4,33∙104 0,9993
Квизалофоп-П-тефурил 40,59 285 71(135) 299(38) 4,99∙104 0,9992
Квизалофоп-П-этил 27,47 299 372(65) 163(67) 8,03∙104 0,9999
Клоквинтосетмексил 22,09 193 192(758) 194(240) 4,28∙104 0,9999
Кломазон 11,13 204 125(159) 127(50) 1,54∙105 0,9999
Крезоксим-метил 17,62 206 116(241) 131(129) 7,21∙104 0,9988
Ленацил 21,05 153 154(8) 110(8) 4,04∙105 0,9999
Малатион 13,82 173 127(103) 125(105) 3,39∙104 0,9999
Металаксил 13,16 160 206(105) 146(75) 5,22∙104 0,9999
Метрафенон 24,42 395 379(100) 393(101) 4,75∙104 0,9998
Мефенпир-диэтил 21,20 253 255(67) 299(32) 1,27∙105 0,9999
Паклобутразол 16,83 236 125(105) 167(42) 1,21∙105 0,9999
Пендиметалин 15,17 252 162(30) 191(19) 1,08∙105 0,9998
Пенконазол 15,60 248 159(137) 161(83) 1,50∙105 0,9996
Пентиопирад 18,96 177 152(24) 302(24) 2,78∙105 0,9997
Пенфлуфен 19,23 141 274(18) 317(7) 4,84∙105 1,0000
Пикоксистробин 16,54 145 335(27) 173(31) 1,85∙105 0,9999
Пириметанил 11,81 198 199(45) 77(11) 3,11∙105 0,9999
Пиримифос-метил 13,43 290 276(85) 305(66) 9,19∙104 0,9999
Проквиназид 20,83 288 330(33) 245(37) 1,43∙105 0,9999
Прометрин 13,41 241 184(113) 226(65) 1,18∙105 0,9997
Пропамокарб 7,54 58 129(4) 188 (3) 5,09∙105 0,9997
Пропиконазол 20,05; 20,26 259 261(65) 191(48) 3,88∙104 0,9998
Просульфокарб 13,40 128 91(97) 86(76) 2,65∙105 0,9998
Протиоконазол-дестио 18,26 186 188(33) 125(28) 1,59∙105 0,9997
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Вещество ВУ Колич. ион
Идентифик. ионы (интенсивность, %)

K R2

1 2

Прохлораз 26,01 308 70(389) 180(278) 1,62∙104 0,9995
Спироксамин 12,59; 13,34 100 72(8) 101(6) 3,39∙105 0,9998
Тебуконазол 21,10 250 125(169) 252(33) 8,11∙104 0,9999
Тебуфенпирад 22,35 318 171(179) 333(76) 1,36∙105 0,9999
Тербутилазин 11,57 214 173(49) 216(35) 1,07∙105 0,9998
Тетраконазол 14,76 336 338(34) 171(23) 1,46∙105 0,9998
Тефлутрин 11,44 177 197(24) 141(13) 3,27∙105 0,9998
Тиаметоксам 15,49 212 182(92) 132(407) 3,50∙104 0,9999
Триадимефон 14,60 208 181(41) 210(30) 1,13∙105 0,9997
Тритиконазол 23,59 235 83(119) 217(50) 7,02∙104 0,9998
Фенбуконазол 26,92 198 129(265) 125(78) 9,93∙104 0,9995
Феноксапроп-П-этил 24,87 288 361(54) 290(34) 1,62∙105 0,9995
Феноксикарб 22,22 88 116(109) 186(23) 2,08∙105 0,9984
Фенпропидин 13,28 98 99(8) 273(2) 1,06∙106 0,9998
Фенпропиморф 14,01 128 129(8) 70(6) 6,82∙105 0,9998
Флуазифоп-П-бутил 18,06 282 254(52) 383(32) 2,47∙105 0,9999
Флуквинконазол 25,99 340 342(35) 108(46) 9,13∙104 0,9994
Флуксапироксад 22,21 159 381(11) 160(7) 4,21∙105 0,9999
Флуопиколид 20,49 209 347(47) 349(31) 1,51∙105 0,9999
Флуопирам 15,68 173 223(36) 145(43) 1,49∙105 0,9993
Флуроксипир-мептил 20,70 209 181(111) 254(40) 2,94∙104 0,9999
Флурохлоридон 15,13 311 174(162) 187(146) 2,78∙104 0,9998
Флуртамон 23,60 120 333(24) 199(27) 1,71∙105 0,9999
Флусилазол 17,92 233 206(38) 234(20) 2,26∙105 0,9997
Флуфенацет 14,41 211 151(228) 123(135) 1,93∙104 0,9995
Хлорпрофам 10,13 127 213(36) 129(31) 1,76∙105 0,9999
Хропирифос-метил 12,84 286 125(72) 288(68) 6,11∙104 0,9991
Ципродинил 15,43 224 225(62) 210(13) 3,59∙105 0,9999
Ципроконазол 18,67 222 139(77) 83(60) 1,17∙105 0,9996
Эпоксиконазол 21,43 192 165(42) 138(39) 1,25∙105 0,9989

Рабочие растворы смеси пестицидов с концентрацией 0,0500; 0,100; 0,200; 0,500; 2,00; 3,00 мг·л−1 
для построения градуировочного графика готовили из маточного раствора смеси пестицидов  
с концентрацией 20 мг·л−1 на экстрактах контрольных образцов анализируемой матрицы, не содер- 
жащей определяемых веществ. 

В качестве реактивов использовали также ацетонитрил для градиентной ВЭЖХ; ацетон  
и калий углекислый, ч. д. а.; натрий хлористый, х. ч. Воду деионизованную, тип 3 получали на 
системе подготовки воды Direct-Q 3 UV System (Millipore).

В качестве контрольных образцов использовали образцы зерна озимой пшеницы, не содержа- 
щие остаточных количеств определяемых пестицидов. Образцы зерна с определенным содержа- 
нием пестицидов готовились добавкой к контрольным образцам зерна известного количества 
смеси стандартов пестицидов. При изучении степени извлечения пестицидов в модельных 
матрицах использовали маточный раствор смеси пестицидов с концентрацией 20 мг·л−1.

Приборы, аппаратура, посуда. Определение концентраций пестицидов в анализируемых 
растворах осуществляли на газовом хроматографе с масс-спектрометрическим детектором 
GCMS-QP2010 Ultra, оснащенным автоинжектором AOC-20i, автосамплером AOC-20s (фирма 
Shimadzu, Киото, Япония) и ИПТ (испарителем с программируемой температурой) OPTIC-4 
(фирма ATAS GL International B. V., Эйндховен, Нидерланды). Управление инструментами прово- 
дили при помощи программного обеспечения GCMS solution и Evolution Workstation для OPTIC-4. 
Инжектор оснащен стеклянным лайнером диаметром 3 мм с фриттой из пористого стекла на 
высоте 15 мм. Применяли кварцевую хроматографическую колонку длиной 30 м, внутренним 
диаметром 0,25 мм и нанесенной неподвижной фазой SLB-5ms (фирма Supelco Analytical, Белле- 

Окончание табл. 1
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фонте, США) толщиной 0,25 мкм. В качестве газа-носителя использовали гелий газообразный 
марки «6.0» (99,9999%).

Разработка методики пробоподготовки. Разработка методики пробоподготовки зерна 
озимой пшеницы для определения остаточных количеств пестицидов сводилась к модификации 
известной методики QuEChERS [10–12, 14] с целью удешевления процедуры за счет использова-
ния более дешевых реактивов. Была введена также процедура концентрирования экстрактов, 
полученных из образцов зерна, путем упаривания на роторном вакуумном испарителе для 
возможности определения микроколичеств пестицидов в зерне на уровне ниже максимально 
допустимого.

Ввиду дороговизны безводного сульфата магния и сорбента PSA (привитой к силикагелю 
аминоэтилиминопропильной фазы), а также недостаточной эффективности ацетата и цитрата 
натрия, используемых в методике QuEChERS [10–12, 14] для обезвоживания ацетонитрильных 
экстрактов и их очистки от остаточного содержания высших карбоновых кислот, было предло-
жено заменить их на карбонат калия. Помимо низкой стоимости, K2CO3 является более сильным 
высаливателем и водоотнимающим средством, чем MgSO4. Карбонат калия намного дешевле 
PSA, ацетата и цитрата натрия, а также превосходит их по способности очистки ацетонитриль-
ных экстрактов от высших карбоновых кислот. 

Следует заметить, что использование карбоната калия позволяет не только снизить себестои-
мость процедуры пробоподготовки, но и исключить дополнительно используемую в QuEChERS 
стадию очистки экстрактов с помощью сорбентов в присутствии безводного сульфата магния.  
В случае когда чувствительности используемого хроматографического оборудования не доста-
точно для определения пестицидов на регламентируемом уровне, экстракты можно сконцентри-
ровать упариванием.

Описание метода определения экстракции пестицидов. Образец измельченного зерна массой 
10 г помещали в центрифужную пробирку на 50 мл. Затем добавляли 10 мл воды, 25 мл 
ацетонитрила, закрывали пробирку завинчивающейся крышкой и интенсивно встряхивали 4 мин. 
Затем добавляли 10 г NaCl, 0,5 г K2CO3 и встряхивали еще 2 мин. Пробирки центрифугировали 
при 3000 об./мин в течение 3 мин. Отбирали 20 мл верхнего ацетонитрильного слоя и переносили 
в остродонную колбу на 50 мл. Ацетонитрил упаривали до ~ 0,3 мл на роторном вакуумном 
испарителе при температуре 40 °С и выдували досуха в токе воздуха.

Сухой остаток в остродонной колбе растворяли в 1,00 мл ацетона. Ацетоновый раствор 
отбирали медицинским шприцем на 2 мл, фильтровали в виалу на 1,5 мл через тефлоновый 
фильтр с диаметром пор 0,20 мкм и анализировали методом ГХ-МС.

Условия хроматографирования. Пробу объемом 2 мкл вводили в ИПТ инжектор в режиме 
выдува растворителя. После ввода пробы растворитель выдували при 80 °C в течение 0,5 мин 
при коэффициенте деления потока, равном 40. После этого клапан делителя потока закрывали  
и образец переносили из лайнера в хроматографическую колонку поднятием температуры до 
300 °C при скорости 200 °C·мин−1. Время переноса образца составляло 4,0 мин, после чего дели-
тель потока открывали при коэффициенте, равном 10.

Поток газа носителя (гелий газообразный марки «6.0») поддерживали при постоянной 
линейной скорости (35 см·с−1). Температуру термостата колонки поддерживали при 50 °C в тече-
ние 1,5 мин после ввода пробы. Затем поднимали до 180 °C при скорости 30 °C мин−1, далее до 
285 °C при скорости 5 °C· мин−1. После этого температура была постоянной в течение 18, 17 мин. 
Линия передачи в масс-спектрометр находилась при 290 °C. Масс-спектрометрию осуществляли 
в режиме ионизации электронным ударом (энергия электронов составляла 70 эВ) при температуре 
ионного источника 250 °C. Данные получали в режиме мониторинга выбранных ионов (SIM) 
после отсечки растворителя с 6,0 до 45,0 мин. Для идентификации веществ и количественных 
расчетов использовали три иона. Ионы, выбранные для идентификации веществ и количествен- 
ных расчетов, а также относительные интенсивности ионов и время удерживания веществ, при- 
ведены в табл. 1. Относительная интенсивность иона, по которому проводили количественные 
расчеты, была принята за 100 %. Для управления оборудованием и обработки результатов исполь-
зовали программное обеспечение GCMS solution (фирма Shimadzu, Киото, Япония). 
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Метрологическая характеристика метода. Линейность устанавливали по зависимости си- 
гнала детектора от концентрации пестицидов в стандартных растворах при уровнях концентра- 
ции 0,0500; 0,100; 0,200; 0,500; 2,00; 3,00 мкг·мл–1 и объеме вводимой пробы 2 мкл в трехкратной 
повторности. Было установлено, что в диапазоне концентрации от 0,0500 до 3,00 мкг·мл–1 площади 
пиков веществ (S) линейно зависели от их концентрации в растворах (C, мкг·мл–1) и выражались 
уравнением: S = KC. Значения коэффициентов K в данном уравнении, а также коэффициенты 
детерминации R2 приведены в табл. 1. Как видно из представленных данных, коэффициенты детер- 
минации градуировочных зависимостей R2 превышают 0,9972, что удовлетворяют критерию 
линейности.

Для определения точности (степени извлечения пестицидов) и прецизионности (стандартного 
отклонения определения) метода были проанализированы 2 контрольных образца зерна озимой 
пшеницы и по 5 образцов с добавкой известного количества смеси пестицидов при 3 различных 
уровнях добавок (0,0100, 0,0200, 0,200 мг·кг–1). Результаты определения пестицидов при разных 
уровнях добавок представлены в табл. 2. Пределы обнаружения для всех исследованных пести- 
цидов не превышали 0,01 мг·кг–1. Пределы количественного определения пестицидов находились 
до максимально допустимых уровней (МДУ) содержания остаточных количеств пестицидов  
в зерне хлебных злаков, установленных в Республике Беларусь [2] и Европейском союзе [3]. Сигнал 
детектора в контрольных образцах на времени выхода определяемых пестицидов не превышал 
30% уровня сигнала детектора, соответствующего пределу определения (<0,003 мг·кг–1).

Таблица 2. Средние значения степеней извлечения пестицидов из образцов зерна озимой пшеницы  
при уровнях добавок 0,0100; 0,0200 и 0,200 мг∙кг–1 (<Извл>), стандартные отклонения степеней  

извлечения (СО) при P = 0,95 и n = 5, а также максимально допустимые уровни (МДУ)  
содержания пестицидов в зерне хлебных злаков

Table 2. Average recovery values of pesticides from winter wheat grain samples at 0.0100; 0.0200 and 0.200 mg∙kg–1, 
spiking levels (<Rec>), the standard deviations of the recoveries (SD) at P = 0.95 and n = 5,  

and the maximum residue levels (MPL) of pesticides in grain of cereals

Вещество

Уровень добавки
МДУ, мг·кг–1

0,0100 мг·кг–1 0,0200 мг·кг–1 0,200 мг·кг–1

<Извл>, % СО, % <Извл>, % СО, % <Извл>, % СО, % РБ ЕС

2,4-Д 2-этил-гексиловый эфир 105,8 6,9 104,6 2,4 103,1 4,1 2,0 2,0
Азоксистробин 94,3 2,7 98,8 3,8 97,7 1,6 0,5 0,5
Биксафен 112,5 3,1 114,0 3,6 104,0 1,5 0,5 0,05
Бифентрин 112,8 2,1 108,5 3,1 105,0 4,4 0,5 0,5
Боскалид 110,5 3,0 110,1 4,8 105,1 6,5 0,5 0,5
Галоксифоп-П-метил 106,5 4,3 103,8 2,4 106,8 3,8 НУ* 0,1
Гамма-цигалотрин 115,0 2,5 107,9 6,5 88,2 1,8 0,05 0,05
Диазинон 99,8 6,0 97,8 6,4 104,4 8,2 0,1 0,01
Диметахлор 103,8 4,8 99,4 4,9 105,3 6,1 НУ 0,02
Диметенамид 109,8 8,5 110,6 2,8 105,4 3,3 НУ 0,01
Диметоат 108,5 3,5 96,3 3,0 103,9 5,2 0,05 0,05
Димоксистробин 108,3 4,5 109,5 2,2 106,2 3,7 НУ 0,08
Дифеноконазол 94,5 7,6 100,4 7,0 100,4 0,8 0,08 0,1
Дифлюфеникан 104,5 2,6 102,5 2,3 106,1 3,6 0,05 0,02
Имазалил 100,3 8,4 96,0 8,0 99,1 4,3 0,1 0,05
Квизалофоп-П-тефурил 109,0 6,7 106,9 4,7 95,6 1,2 НУ 0,05
Квизалофоп-П-этил 100,0 7,9 105,9 3,9 104,3 7,5 НУ 0,05
Клоквинтосетмексил 102,8 4,9 113,3 5,2 106,9 4,5 0,1 НУ
Кломазон 101,3 5,9 100,6 4,4 104,7 6,7 НУ 0,01
Крезоксим-метил 100,0 3,5 99,0 2,0 103,4 3,6 НУ 0,08
Ленацил 108,3 4,6 104,8 3,0 103,5 4,9 НУ 0,1
Малатион 98,5 8,4 82,8 6,4 85,5 4,5 10,0 8,0
Металаксил 114,8 3,0 112,8 3,5 107,3 1,2 0,1 0,05
Метрафенон 107,0 4,8 105,4 4,1 105,1 3,4 0,5 0,07
Мефенпир-диэтил 104,0 4,2 102,6 4,5 103,4 3,7 0,5 НУ
Паклобутразол 102,3 6,5 105,6 3,0 103,2 2,6 НУ 0,02
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Вещество

Уровень добавки
МДУ, мг·кг–1

0,0100 мг·кг–1 0,0200 мг·кг–1 0,200 мг·кг–1

<Извл>, % СО, % <Извл>, % СО, % <Извл>, % СО, % РБ ЕС

Пендиметалин 93,8 3,5 93,8 3,0 105,3 4,9 0,01 0,05
Пенконазол 101,3 3,1 103,6 1,2 106,3 1,3 0,005 0,05
Пентиопирад 98,8 1,8 99,4 1,9 103,2 1,5 НУ 0,1
Пенфлуфен 100,8 4,1 111,6 4,0 107,8 2,0 НУ НУ
Пикоксистробин 102,3 5,8 101,9 2,6 104,0 1,1 0,2 0,05
Пириметанил 105,0 3,9 103,3 3,5 106,7 5,2 НУ 0,05
Пиримифос-метил 104,5 2,9 98,4 6,1 104,2 6,3 7,0 5,0
Проквиназид 102,5 1,5 99,1 2,5 97,8 7,5 НУ 0,02
Прометрин 101,3 5,0 98,3 4,0 104,4 4,5 НУ НУ
Пропамокарб 116,8 2,6 118,0 2,3 99,2 1,9 НУ 0,01
Пропиконазол 106,9 4,8 107,8 4,7 106,2 2,3 0,1 0,05
Просульфокарб 102,5 5,4 98,8 4,6 104,0 5,7 0,05 0,01
Протиоконазол-дестио 98,8 4,7 99,4 2,0 103,1 1,1 0,5 0,1
Прохлораз 97,3 7,7 91,0 7,7 89,6 2,3 2,0 0,5
Спироксамин 111,4 3,6 107,0 4,0 103,2 5,1 0,2 0,05
Тебуконазол 113,3 4,9 111,0 2,5 107,3 3,2 0,2 0,1
Тебуфенпирад 100,8 1,9 102,9 1,9 105,3 2,1 НУ 0,05
Тербутилазин 104,5 5,4 102,6 2,2 105,8 2,8 НУ 0,05
Тетраконазол 104,8 3,2 103,0 1,3 106,4 1,9 0,2 0,1
Тефлутрин 111,8 5,0 105,6 2,5 105,1 3,8 НУ 0,05
Тиаметоксам 105,5 4,4 107,6 4,1 104,6 2,2 0,05 0,05
Триадимефон 103,8 4,2 99,3 6,0 103,9 1,7 0,5 0,2
Тритиконазол 97,8 1,9 103,5 2,3 103,7 1,9 0,04 0,01
Фенбуконазол 104,8 6,2 101,1 1,9 100,5 3,3 0,2 0,1
Феноксапроп-П-этил 102,5 2,0 93,1 3,6 90,3 2,0 0,01 0,1
Феноксикарб 111,5 4,4 106,8 1,6 106,2 2,5 НУ 0,05
Фенпропидин 109,8 3,9 103,5 5,1 103,4 6,1 0,25 0,1
Фенпропиморф 103,5 4,2 101,4 4,2 103,8 5,3 0,5 0,5
Флуазифоп-П-бутил 105,5 3,1 102,9 2,7 106,5 3,9 НУ 0,1
Флуквинконазол 99,5 8,6 82,6 8,1 75,9 3,3 НУ 0,1
Флуксапироксад 103,5 6,0 105,1 6,9 106,0 3,3 НУ 0,4
Флуопиколид 105,0 2,0 102,8 2,1 104,8 3,1 НУ 0,01
Флуопирам 93,8 2,0 93,9 2,5 102,5 3,2 0,1 0,8
Флуроксипир-мептил 112,5 4,9 99,8 5,6 106,5 2,0 0,05 0,1
Флурохлоридон 103,3 5,3 85,8 7,6 94,6 7,1 НУ 0,1
Флуртамон 98,5 4,1 104,0 5,6 103,5 1,6 НУ 0,02
Флусилазол 107,0 4,2 102,3 1,9 104,7 1,1 0,2 0,01
Флуфенацет 103,5 2,9 90,0 5,7 97,6 4,4 НУ 0,1
Хлорпрофам 103,0 4,2 99,5 2,1 103,1 5,0 НУ 0,01
Хропирифос-метил 106,3 2,3 96,6 3,9 105,0 6,1 10,0 3,0
Ципродинил 95,8 8,6 98,8 2,9 102,5 5,7 0,5 0,5
Ципроконазол 101,0 6,1 103,0 3,3 103,5 1,9 0,05 0,1
Эпоксиконазол 114,3 2,7 112,9 3,0 108,2 5,6 0,2 0,6

П р и м е ч а н и е. *МДУ для данного пестицида в зерне хлебных злаков не установлен.

Из табл. 2 видно, что степень извлечения пестицидов из зерна озимой пшеницы, подготов- 
ленного по разработанной методике, находится в пределах 75,9–118,0 % для каждого уровня до-
бавки, а среднее значение извлечения пестицидов составляет 86,0–111,8 %. Стандартные откло-
нения степеней извлечения пестицидов не превышали 8,6 %.

Таким образом, полученные валидационные параметры разработанной методики полностью 
удовлетворяют требованиям, предъявляемым к методикам определения остаточных количеств 
пестицидов в кормах и пищевых продуктах [20].

Окончание табл. 2



58 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2017. № 2. C. 51–60 

Разработанная методика использована для анализа 44 образцов зерна хлебных злаков на содер-
жание остаточных количеств 18 препаративных форм пестицидов (17 действующих веществ), 
проходивших регистрационные испытания в Республике Беларусь в 2015 году. В результате ис-
следований остаточные количества пестицидов были определены в 2 образцах в количестве 0,04 
и 0,35 мг·кг–1. При этом превышение МДУ не наблюдалось.

Заключение. Таким образом, в данной работе была разработана методика определения микро- 
количеств 69 пестицидов в зерне озимой пшеницы. В отличие от широко распространенной 
методики QuEChERS, в предложенной используются более дешевые реактивы и отсутствует 
дополнительная процедура очистки экстрактов твердофазными сорбентами. Разработанная мето- 
дика валидирована по показателям точности (степени извлечения), прецизионности (стандарт- 
ного отклонения определения), линейности и позволяет совместно определять остаточные коли- 
чества 69 пестицидов на уровне ниже максимально допустимого. Предложенная методика была 
успешно использована для анализа реальных образцов зерна зерновых культур. Изложенная про- 
цедура пробоподготовки может также найти применение и в других аналитических лаборато- 
риях, контролирующих содержание остаточных количеств пестицидов в зерне хлебных злаков.
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СИНТЕЗ АМИДОПРОИЗВОДНЫХ ПУЛЕГОНА

Осуществлена реакция Риттера пулегона с рядом как алифатических, так и ароматических нитрилов в присут- 
ствии каталитического количества концентрированной серной кислоты, которая протекает через образование тре- 
тичного карбокатиона с последующим присоединением к нему молекулы нитрила и образованием кетоамида.

Ключевые слова: пулегон, третичный карбокатион, нитрилы, серная кислота, амиды, спектроскопия.
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SYNTHESIS OF PULEGONE AMIDO DERIVATIVES

Ritter’s reaction of pulegone with a number of both aliphatic and aromatic nitriles in the presence of catalytic amount of 
concentrated sulfuric acid proceeding through formation of a tertiary carbocation with the subsequent addition of nitrile mol-
ecule and formation of ketoamides, has been performed.

Keywords: pulegone, tertiary carbocation, nitriles, sulfuric acid, amides, spectroscopy.

Введение. Пулегон 1 представляет собой моноциклический ненасыщенный кетон п-ментано- 
вого ряда и является основным компонентом эфирных масел Ziziphora clinopodioides Lam. [1]  
и Mentha longifolia L. [2]. 

В научной и патентной литературе имеется большое число ссылок на работы, посвященные 
описанию свойств и биологической активности пулегона, однако о химической модификации 
этого монотерпенового кетона с целью синтеза азотсодержащих производных найдено только 
две публикации [3, 4].

Основная часть. В продолжение нашей работы по синтезу азотсодержащих пулегона [5]  
в настоящей работе для получения новых азотсодержащих производных нами осуществлена 
реакция Риттера пулегона с рядом как алифатических, так и ароматических нитрилов 3а-д 
(ацетонитрилом 3а, бутиронитрилом 3б, валеронитрилом 3в, фенилацетонитрилом 3г, 1-нафто-
нитрилом 3д) в присутствии каталитического количества концентрированной серной кислоты.

 R = СН3
 (а), СН3(СН2)2 (б), СН3(СН2)3 (в), С6Н5СН2 (г) С10Н7 (1-нафтил) (д)

Очевидно, процесс осуществляется через образование третичного карбокатиона 2 с последу- 
ющим присоединением к нему молекулы нитрила и образованием амида. Реакция протекает 
строго стереоселективно с образованием индивидуального кетоамида с диэкваториальным рас- 
положением метильной и изопропиламидной групп. Свойства полученного соединения 4а соот- 
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ветствуют литературным для полученного интермолекулярным С-Н аминированием, по типу 
реакции Риттера ментона, N-(2-(4-метил-2-оксоциклогексил)пропан-2-ил)ацетамида [6]. Амиды 
4б–д ранее в литературе не описаны.

В реакции Риттера важно, чтобы генерируемый ион карбония был достаточно стабилен, 
поскольку нитрильная группа – плохая ловушка для карбокатионов. В данной работе генериру- 
ется только третичный карбокатион 2, поэтому протекание реакции зависит от способности ни-
трила присоединиться к этому иону карбония. Из изученных нами девяти нитрилов разного 
строения использование только четырех позволило получить N-(2-(4-метил-2-оксоциклогексил)
пропан-2-ил-R-амиды 4а–д. Реакцию проводили без растворителя, поскольку жидкие нитрилы 
смешивали с пулегоном, а кристаллические растворялись в нем. Оказалось, что динитрилы (β,β-
диоксипропионитрил, тиодипропионитрил) или стерически затрудненные, такие как норборнен- 
карбонитрил не вступают в реакцию присоединения к третичному карбокатиону 2, образуя пер-
вичные амиды, соответствующие нитрилу кислоты, а проведение реакции с акрилонитрилом 
привело к полному осмолению реакционной смеси.

Строение полученных соединений 4а–д установлены на основании данных ЯМР 1Н, 13С, ИК-
спектроскопии и элементного анализа. Полное отнесение сигналов в спектре ЯМР 1Н амидоке- 
тонов 4а-д не представляется возможным вследствие взаимного перекрывания многих сигналов. 
Тем не менее, на основании данных этих спектров могут быть сделаны следующие выводы. 

Сигнал метильной группы при атоме С1 имеет вид дублета и проявляется при 0,78–1,05 м. д. 
Сигнал геминального по отношению к этой метильной группе протона имеет вид сложного 
мультиплета и проявляется в еще более сильном поле (0,74–0,85 м. д.), что указывает на его акси-
альную ориентацию, а следовательно, на отсутствие инверсии цикла в ходе реакции.

Сигналы метильных групп при атоме С8 имеют вид синглетов, что однозначно свидетель- 
ствует в пользу присоединения нитрила по этому атому (а не С4, как альтернатива). При этом 
сигналы этих метильных групп резко неэквивалентны (1,14–1,53 м. д. и 1,26–1,75 м. д.), что ука-
зывает на отсутствие свободного вращения по связи С4–С8 и, очевидно, является следствием об-
разования прочной водородной связи между кетогруппой и атомом водорода (NH) амидного 
фрагмента. Сигналы ароматических протонов соединений 4г, д по положению и мультиплетности 
полностью соответствуют предлагаемой структуре.

Интерпретация спектров ЯМР 13С полученных соединений, напротив, не вызывает затруд- 
нений. Отнесение сигналов сделано на основании сравнения со спектрами синтезированных ранее 
аналогов, а также их мультиплетности, определенной на основании данных DEPT. Так, в спек- 
трах имеются два слабопольных синглетных сигнала, характерных для карбонильных атомов 
углерода: 210,2–211,8 и 168,3–172,0 м. д. (кетон и амид соответственно). Дублетные сигналы  
с химическими сдвигами 53,4–55,09 и 35,2–36,25 м. д. относятся к атомам С4 и С1 соответственно,  
а триплеты при 50,7–51,7 м. д., 28,0–33,5 и 27,4–34,0 м. д. – к атомам С2, С5 и С6 соответственно.  
В спектре имеются также 4 квартетных сигнала метильных групп (δ 21,8; 23,2; 23,3 и 24,5 м. д.). 
Отсутствие квартетных сигналов в области 16,0 м. д. также указывает на экваториальную ориен-
тацию метильной группы при атоме С4. Синглетный сигнал связанного с алкил(арил)амидо-
группой атома С8 проявляется при 53,3–55,4 м. д.

В ИК-спектрах соединений 4а–д присутствуют полосы поглощения в области 1705–1713 см–1, 
характерные для валентных колебаний карбонильной группы. Валентные колебания карбониль-
ной группы амидов присутствуют в области 1633–1646 см–1 (амид I), деформационные колебания 
связи N–H в области 1536–1560 см–1 (амид II). Валентные колебания атомов Н аминогруппы про-
являются в области 3293–3325 см–1.

Полосы валентных колебаний С–Н связей в ароматических ядрах у соединений 4г, д нахо- 
дятся при 3257–2952 см–1.

Экспериментальная часть. ИК-спектры соединений записаны на Фурье-спектрофотометре 
Nicolet Protege-460 в тонком слое или в таблетках KBr. Спектры ЯМР 1Н и 13С регистрировали 
на спектрометре AVANCE-500 фирмы Bruker-Biospin (рабочая частота 500 и 125 MГц для ядер 
1Н и 13С соответственно). Концентрация растворов составляла 2–5% в DMSO-d6, химические 
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сдвиги определяли относительно внутреннего стандарта – ТМС. Элементный анализ осущест-
влен на CHNS анализаторе VarioMICRO superuser. Температуры плавления веществ определены 
на блоке Кофлера.

Пулегон (2-изопропилиден-5-метил-циклогексанон). Выделяли из эфирного масла Ziziphora 
interrupta Juz. (зизифора прерывчатая). Надземную часть зизифоры прерывчатой собирали в Кор- 
дайском районе (окр. п. Гвардейский) Жамбылской области Республики Казахстан в июне 2010 г. 
в фазу цветения-плодоношения. Выход эфирного масла составил 0,3%. Всего идентифицирован 
21 компонент, что составляет 58,35% от всех обнаруженных. Основными компонентами эфирно-
го масла зизифоры прерывчатой являются: пулегон – 36,1%, 8-гидрокси-4(5)-п-ментен-3-он – 
10,27%, изоментон – 6,02%. 

Эфирное масло зизифоры прерывчатой в количестве 40 г перегоняли под вакуумом, собирая 
фракцию с Ткип 89–94°/15 мм рт. ст. Полученную фракцию количеством 14,4 г дополнительно 
очищали методом колоночной хроматографии. В качестве адсорбента использовали SiO2 
(соотношение вещество–адсорбент, 1:15). Элюирование проводили петролейным эфиром. Полу- 
чили 10,0 г пулегона.

Ткип. 89–94°/10 мм рт. ст.; [α]20 +22˚ (c 0.50, СHCl3); n
22

D: 1.4790; d20
4: 0.9357; ИК-спектр : ν, см–1: 

3466, 2958, 2927, 2873, 2851, 1738 (С=О), 1711, 1679 (С=С), 1620, 1552, 1456, 1437, 1419, 1373, 1335, 
1287, 1264, 1240, 1209, 1128, 1092, 1074, 1025, 986, 806.

Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д.: 1.01 с (3Н, СН3), 1.76 с (3Н, СН3), 1.93 с (3Н, СН3). Спектр ЯМР 13С, δ, 
м. д.: 31.72 д (д, С5), 51.06 т (С6), 200.83 с (С1), 130.02 с (С2), 28.80 т (С3), 33.27 т (С4), 22.06 к (С7), 
23.04 к (С9), 139.32 с (С8), 22.13 к (С10).

N-(2-(4-метил-2-оксоциклогексил)пропан-2-ил)амиды (4а-д). Растворяли 2 г (0,013 моль) 
пулегона 1 в 10 мл нитрила при 0 °С и медленно по каплям прибавляли 2 мл концентрированной 
серной кислоты. Смесь перемешивали при комнатной температуре 18 ч, затем нейтрализовали 
водным раствором аммиака при охлаждении реакционной смеси. Продукт реакции экстрагиро- 
вали эфиром, после сушки над MgSO4 и упаривания растворителя полученные кристаллы высу- 
шивали на воздухе. 

N-(2-(4-метил-2-оксоциклогексил)пропан-2-ил)ацетамид (4а). Выход 1,55 г (56%), Тпл 97–
99 °С. ИК-спектр, ν, см–1): 3293 (NH), 3088, 2949, 2926, 2868, 1710 (С=О), 1643 (С=О, амид 1), 1560 
(NH, амид 2), 1455, 1440, 1368, 1300, 1205, 1121, 1053, 610. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д.: 0.83 м (1Н), 0.91 д 
(3H, CH3), 1.17 с (3H, CH3), 1.33 с (3H, CH3), 1.71 м (2Н), 1.75 с (3H, с, NHCOCH3), 1.94 м (3Н), 2.06 м 
(2Н), 7.33 с (1H, NH). Спектр ЯМР 13С, δ, м. д.: 21.82 к (CH3), 23.25 к (CH3), 23.34 к (CH3), 24.5  
к (CH3), 27.41 т (C6), 33.52 т (C5), 35.26 д (C4), 51.14 т (С3), 53.32 с (C8), 53.45 д (С1), 168.37 с (NHCO), 
210.23 с (C2). Найдено, %: С 68.17; Н 10.41; N 6.43. C12H21NO2. Вычислено, %: С 68.21; Н 10.02;  
N 6.63.

N-(2-(4-метил-2-оксоциклогексил)пропан-2-ил)бутирамид (4б). Выход 1,2 г (38%), Тпл 60–
62 °С. ИК-спектр, ν, см–1: 3325 (NH), 3074, 2959, 2930, 2872, 1710 (С=О), 1642 (С=О, амид 1), 1550 
(NH, амид 2), 1454, 1382, 1362, 1323, 1291, 1217, 1154, 1119, 1099, 1052, 921, 692, 547. Спектр ЯМР 
1Н, δ, м. д.: 0.76 т (3Н, (СН2)2СН3), 0.86 д (3Н, СН3), 1.24 с (3Н, СН3), 1.26 с (3Н, СН3), 1.45 м (СН2−
СН2−СН3), 1.76 м (2Н), 1.83 м (1Н), 1.92 т (СН2−СН2 −СН3), 1.96 м (3Н), 2.11 м (2Н), 3.24 д. д (1Н), 
5.76 с (1H, NH). Спектр ЯМР 13С: 12.60 к (СН2−СН2 −СН3), 18.14 т (СН2−СН2 −СН3), 21.23 к (С7), 
23.52 к (С9), 24.56 к (С10), 27.51 т (С5), 33.14 т (С6), 35.10 д (С4), 38.53т (СН2−СН2−СН3), 50.71 т (С3), 
53.46 с (С8), 53.82 д (С1), 171.67 с (NHCO), 210.96 с (C=О). Найдено, %: С 70.32; Н 10.49; N 5.90. 
C14H25NO2. Вычислено, %: С 70.25; Н 10.53; N 5.85. М 239.19.

N-(2-(4-метил-2-оксоциклогексил)пропан-2-ил)пентанамид (4в). Выход 2 г (61%), Тпл 65–
66 °С. ИК-спектр, ν, см–1: 3320 (NH), 3085, 2971, 2942, 2875, 2864, 1712 (С=О), 1646 (С=О, амид 1), 
1543 (NH, амид 2), 1462, 1382, 1362, 1320, 1297, 1204, 1158, 1123, 1098, 1055, 920, 694, 546. Спектр 
ЯМР 1Н, δ, м. д.: 0.68 т (3Н, (СН2)3СН3), 0.77 д (3Н, СН3), 1.17 с (3Н, СН3), 1.41 м (СН2−СН2−СН2 −
СН3), 1.75 с (3Н, СН3), 1.92 т (СН2− СН2 −СН2 −СН3), 1.94 т (СН2− СН2 −СН2 −СН3), 1.98 м (3Н), 
2.02 м (2Н), 2.21 м (2Н), 3.29 д. д (1Н), 6.03 с (1H, NH). Спектр ЯМР 13С: 12.91 т (СН2−СН2−СН2 −
СН3), 23.55 к (С7), 24.36 к (С10), 26.83 к (С9), 27.02 т (С5), 27.67м (СН2−СН2−СН2 −СН3), 33.28 т (С6), 
34.69м (СН2−СН2−СН2 −СН3), 35.18 м (СН2−СН2−СН2 −СН3), 36.25 т (С4), 50.85 д (С3), 53.86 с (С8), 



64 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2017. № 2. C. 61–65 

54.26 д (С1), 172.09 с (NHCO), 211.03 с (C=О). Найдено, %: С 71.18; Н 10.69; N 5.50. C15H27NO2. 
Вычислено, %: С 71.10; Н 10.74; N 5.53. М 253,20.

N-(2-(4-метил-2-оксоциклогексил)пропан-2-ил)фенилацетамид (4г). Выход 1,2 г (32%),  
Тпл 76–77 °С. ИК-спектр, ν, см–1: 3310 (NH), 3063, 2952, 2869, 1713 (С=О), 1636 (С=О, амид 1), 1546 
(NH, амид 2), 1494, 1453, 1385, 1363, 1320, 1203, 1140, 733, 700. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д.: 0.85 д (3Н, 
СН3), 1.14 с (3Н, СН3), 1.31 с (3Н, СН3), 1.60 м (2Н), 1.70 м (2Н), 1.80 м (3Н), 1.90 м (1Н), 3.20 д. д 
(1Н), 6.80 с (1H, NH), 7.127.25 м (5Наром) Спектр ЯМР 13С: 22.31 к (С7), 24.54 к (С9), 25.12 к (С10), 
28.02 т (С5), 34.08 т (С6), 35.84 д (С4), 51.74 т (С3), 54.15 с (С8), 55.15 д (С1), 126 (С4’), 128 (С5’, С3’), 129 
(С6’, С2’), 137 (С1’), 169.83 с (NHCO), 210.92 с (C=О). Найдено, %: С 75.26; Н 8.80; N 4.83. C18H25NO2. 
Вычислено, %: С 75.22; Н 8.77; N 4.87. М 287.19.

N-(2-(4-метил-2-оксоциклогексил)пропан-2-ил)нафтиламид (4д). Выход 1,7 г (41%), Тпл 
125–126 °С. ИК-спектр, ν, см–1: 3301 (NH), 3257, 3056, 2950, 2922, 2863, 1705 (С=О), 1633 (С=О, 
амид 1), 1536 (NH, амид 2), 1452, 1359, 1318, 1303, 1259, 1191, 1154, 1122, 808, 786, 574. Спектр ЯМР 
1Н, δ, м. д.: 1.02 д (3Н, СН3), 1.53 с (3Н, СН3), 1.56 с (3Н, СН3), 1.72 м (2Н), 1.83 м (1Н), 1.87 м (1Н), 
2.13 т (1Н), 2.24 м (1Н), 2.31 д. д. (1Н), 3.60 д. д (1Н), 6.30 с (1H, NH), 7.41 д. д. (1Наром), 7.49 д. д. 
(1Наром), 7.53 т (1Наром), 7.54 д. (1Наром), 7.86 д. (1Наром), 8.26 д. (1Наром), 8.83 д. (1Наром). Спектр 
ЯМР 13С: 22.30 к (С7), 24.54 к (С9), 25.70 к (С10), 28.70 т (С5), 34.20 т (С6), 36.10 д (С4), 51.70 т (С3), 
55.40 с (С8), 55.09 д (С1), 115.78 (С8’), 120.34 (С4’, С5’), 121.25 (С4а’), 121.67 (С3’, С6’), 122.31 (С8а’), 
127.51 (С2’, С7’), 169.10 с (NHCO), 211.80 с (C=О). Найдено, %: С 77.92; Н 8.03; N 4.30. C21H25NO2. 
Вычислено, %: С 77.98; Н 7.79; N 4.33. М 323.19.
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ПОЛУЧЕНИЕ ВЫСОКОАКТИВНОЙ ГЛУТАТИОН-S-ТРАНСФЕРАЗЫ Р1-1  
ИЗ ЭРИТРОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА С ПОМОЩЬЮ АФФИННЫХ МЕМБРАН  

И СВОЙСТВА ОЧИЩЕННОГО ФЕРМЕНТА 

Глутатион-S-трансфераза Р1-1 (GSTP1-1) человека является диагностически важным ферментом, гиперэкспрес- 
сия которого в опухолях и лимфомах приводит к формированию множественной лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток. Небольшие количества фермента можно выделить из эритроцитов, однако известные методы 
очистки не позволяют получить препараты с высокой удельной активностью и хорошим выходом. С целью раз- 
работки более эффективной процедуры очистки эритроцитарной GSTP1-1 в настоящей работе впервые получены и 
охарактеризованы глутатионсодержащие аффинные мембраны на основе химически модифицированной целлюлоз- 
ной бумаги. Мембраны успешно использованы для очистки фермента вместо традиционных агарозно-гелевых ад- 
сорбентов. Разработан новый метод выделения и очистки GSTP1-1 из гемолизата эритроцитов, включающий предва- 
рительное удаление гемоглобина на анионообменнике и аффинную хроматографию фермента на картридже с глута- 
тионсодержащими мембранами. По эффективности (выход фермента 76,5 %, степень очистки 23589 раз, удельная 
активность 104,5 Ед/мг белка) предложенный метод значительно превосходит ранее опубликованные. Гомогенность 
полученного препарата, по данным гель-электрофореза и масс-спектрометрии, составляет не менее 95%. Найдены 
стационарные кинетические параметры очищенной GSTP1-1 в реакции конъюгации глутатиона (GSH) и 1-хлор-2,4-
динитробензола (CDNB) при рН 6,5 и 25 °С: для GSH Km = 0,19 мМ, kcat = 47,8 с–1; для CDNB Km = 0,68 мМ, kcat = 54,3 с–1. 
Результаты работы представляют интерес для скрининга новых ингибиторов фермента с противоопухолевой актив- 
ностью. Полученные аффинные мембраны могут быть использованы при выделении нативных и рекомбинантных 
глутатион-S-трансфераз (GST) из различных источников, а также гибридных белков с GST-доменом. 

Ключевые слова: глутатион-S-трансфераза Р1-1 (GSTP1-1), эритроциты, аффинные мембраны, адсорбция, выде- 
ление и очистка фермента, хроматография, удельная активность, кинетические параметры.
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PREPARATION OF HIGHLY ACTIVE HUMAN ERYTHROCYTE GLUTATHIONE S-TRANSFERASE P1-1 
USING AFFINITY MEMBRANES, AND PROPERTIES OF THE PURIFIED ENZYME 

Human glutathione S-transferase P1-1 (GSTP1-1) is an important enzyme in clinical diagnostics since its overexpression in 
solid tumours and lymphomas largely contributes to multiple drug resistance of cancer cells. Small amounts of the enzyme can 
also be isolated from erythrocytes. However, known isolation methods are disadvantageous and do not allow to obtain the puri-
fied enzyme in good yield and with high specific activity (≥ 100 U/mg protein). In order to elaborate more effective purification 
procedure for the erythrocyte GSTP1-1, we have for the first time synthesized and investigated glutathione-containing affinity 
membranes based on chemically modified cellulose paper. The membranes have been shown to successfully replace convention-
al glutathione-agarose affinity gels in the enzyme purification. To isolate and purify GSTP1-1 from erythrocyte hemolysate,  
a novel two-step method has been developed involving preliminary hemoglobin removal on a small anion exchange column and 
further affinity chromatography on the cartridge with glutathione-containing membranes. In terms of activity yield (76.5%), pu-
rification factor (23589-fold), and specific activity of the purified enzyme (104.5 U/mg), the method is notably superior to previ-
ously published procedures. Gel electrophoretic and MALDI-TOF mass spectrometric analyses reveal apparent homogeneity  
(≥ 95%) of the obtained preparation. Steady-state kinetic parameters have been determined for the purified GSTP1-1 in the con-
jugation reaction between glutathione and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene at pH 6.5 and 25 °С: for the former substrate, Km = 0.19 mМ, 
kcat = 47.8 s–1; for the latter, Km = 0.68 mМ, kcat = 54.3 s–1. The results of the present work may be useful for screening new  
enzyme inhibitors with possible antitumour activity. The affinity membranes may also find application in isolating native and 
recombinant glutathione S-transferase (GST) isoforms from various sources, as well as fusion proteins with GST tag. 

Keywords: glutathione S-transferase P1-1 (GSTP1-1), erythrocytes, affinity membranes, adsorption, enzyme isolation 
and purification, chromatography, specific activity, kinetic parameters.
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Введение. К глутатион-S-трансферазам (GST, КФ 2.5.1.18) относится многочисленное семей-
ство ферментов, катализирующих реакции конъюгации восстановленного глутатиона (GSH)  
с различными электрофильными соединениями. GST выполняют важнейшую защитную функ-
цию в организме, обеспечивая детоксикацию ксенобиотиков (токсины, канцерогены, цитостати-
ки и другие лекарственные препараты) с последующей экскрецией их глутатионовых произво-
дных из клетки. В зависимости от локализации все GST подразделяются на три обширные груп-
пы: цитозольную, митохондриальную и микросомальную. Цитозольные GST млекопитающих 
включают не менее 18 изоформ в составе 7 генонезависимых классов, обозначаемых греческими 
буквами α, μ, π, σ, θ, ω и ζ; изоформы отличаются по спектру каталитической активности и уров-
ню экспрессии в органах и тканях [1–3]. У человека важное клинико-диагностическое значение 
имеет изоформа P1-1 (GSTP1-1), относящаяся к π-классу и обнаруженная в плаценте, головном 
мозге, кишечнике, легких, молочной железе, матке и других органах, за исключением печени [2]. 
Гиперэкспрессия GSTP1-1 во многих твердых опухолях и лимфомах приводит к формированию 
множественной лекарственной устойчивости опухолевых клеток. Уровень экспрессии GSTP1-1 
является одним из прогностических факторов в терапии рака [2, 4]. Изоформа Р1-1 также экс-
прессируется в эритроцитах, где активность фермента служит биомаркером общей интоксика-
ции организма [5].

Для выделения и очистки эритроцитарной GSTP1-1 часто используют колоночную аффин-
ную хроматографию на агарозном геле с иммобилизованным GSH или GSHx (S-гексилглутатион) 
[6–10]. Стоимость коммерческой GSH-агарозы достаточно высока: около 240 евро за 10 мл геля. 
По ряду причин (низкое содержание фермента в исходном материале, наличие огромных коли-
честв сопутствующего гемоглобина, групповая специфичность глутатионовых аффинных ли-
гандов ко всему семейству GST) данная процедура не позволяет одностадийно получить гомо-
генный препарат GSTP1-1 с высокой удельной активностью, лишенный примеси других изоформ 
GST. Чтобы отделить анионную изоформу Р1-1 от катионных и нейтральных изоформ, найден-
ных в крови и относящихся к классам α, μ и θ, аффинную хроматографию дополняют хромато-
фокусированием или катионообменной хроматографией на производных декстрана и агарозы. 
Катионообменники обычно применяют на предварительной стадии очистки, где требуется ко-
лонка очень большого размера, позволяющая адсорбировать не только примесные изоформы, но 
и весь гемоглобин из гемолизата эритроцитов; при этом GSTP1-1 не связывается с адсорбентом 
[6, 7, 9]. Потери активности фермента в ходе многостадийной и трудоемкой очистки достигают 
50–90% [8, 11]. Удельная активность очищенных препаратов в стандартной реакции конъюгации 
GSH и 1-хлор-2,4-динитробензола (CDNB) составляет 24–66 Ед/мг белка [8, 10, 11]. У более изу-
ченной GSTP1-1 из плаценты аналогичный показатель значительно выше – 80–136 Ед/мг для на-
тивного фермента [12, 13] и 81–128 Ед/мг для рекомбинантного фермента, экспрессированного  
в E. coli [14, 15]. Значения кинетических параметров эритроцитарной GSTP1-1, найденные разны-
ми авторами, отличаются на порядок [8, 10]. Отсюда следует актуальность разработки новых, 
более эффективных подходов к выделению фермента.

Известно, что биоспецифические мембранные адсорбенты обладают рядом преимуществ по 
сравнению с аналогичными агарозными гелями и успешно используются для твердофазной экс-
тракции, выделения и очистки природных и рекомбинантных белков [16]. В отношении GST аф-
финные мембраны до сих пор не применялись; сведений о мембранах с ковалентно иммобилизо-
ванным GSH также не имеется. Ранее нами была проведена иммобилизация иминодиацетатных 
и нитрилотриацетатных лигандов на химически активированных целлюлозных мембранах и по-
казано высокое сродство полученных металлоаффинных адсорбентов к гемоглобину [17, 18]. 
Идея настоящей работы основана на получении аффинных мембран нового типа путем присое-
динения GSH к активированному целлюлозному носителю. Цель работы – с помощью глутати-
онсодержащих аффинных мембран разработать новый, высокоэффективный метод выделения  
и очистки эритроцитарной GSTP1-1 и охарактеризовать очищенный фермент по физико-химиче-
ским и каталитическим свойствам.

Материалы и методы исследования. В работе использовали: AGE – аллилглицидиловый 
эфир, ECH – эпихлоргидрин, BDGE – диглицидиловый эфир 1,4-бутандиола, DVS – дивинил-
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сульфон, DTT – дитиотреит, SDS – додецилсульфат натрия, 2-меркаптоэтанол, набор белковых 
маркеров для гель-электрофореза («Sigma-Aldrich», США); акриламид, N,N’-метиленбисакриламид 
(«Fluka», Швейцария); BSA – сывороточный альбумин быка, HSA – сывороточный альбумин че-
ловека («Serva», Германия); EDTA – Na2-соль этилендиаминтетрауксусной кислоты, глицин, 
DMSO – диметилсульфоксид («AppliChem», Германия); tris – трис(гидроксиметиламинометан) 
(«Melford», Великобритания); N,N,N’,N’-тетраметилэтилендиамин («Alfa Aesar», Германия); DEAE- 
сефарозу CL-6B («Pharmacia», Швеция). GSH-агарозу (26,7 мкмоль GSH/мл геля) синтезировали 
известным способом [19]. Остальные реактивы имели квалификацию «х. ч.» или «ч. д. а.». N-бром-
сукцинимид (NBS) перед использованием перекристаллизовывали из воды. 

Получение глутатионсодержащих аффинных мембран. Исходным материалом служили 
листы целлюлозной бумаги для блоттинга Whatman GB003 («GE Healthcare», США). Стадии 
синтеза и структура целевых продуктов схематически представлены на рис. 1. 

При получении мембран Cell-SG-A бумагу активировали AGE, взяв за основу известную 
реакцию аллилирования полисахаридных гелей [20]; условия реакции (температуру, длитель- 
ность, концентрацию NaOH и DMSO) предварительно оптимизировали. Далее к двойной связи 
привитых аллильных групп присоединяли NBS, используя водный раствор реагента; образовав- 
шийся бромгидрин замыкали в эпоксид разбавленным NaOH; эпоксидный цикл селективно 
раскрывали тиольной группой GSH при рН 7,5; аминогруппа трипептида в этих условиях не ре- 
агирует [19]. Целевой продукт содержит гидрофильный семиатомный линкер между иммоби- 
лизованным лигандом и носителем. 

Мембраны Cell-SG-B синтезировали, используя известный способ активации мембранных 
фильтров ECH [21] с некоторыми изменениями концентрации реагентов. Эпоксидные группы 

Рис. 1. Схема получения глутатионсодержащих мембран Cell-SG-A, Cell-SG-B, Cell-SG-C и Cell-SG-D  
из исходного материала (Cell–OH). Реагенты и условия реакций: a – NaOH, DMSO, AGE, 30 °C, 48 ч;  

b – NBS, H2O, 25 °C, 2 ч; c – 0,01 M NaOH, 25 °C, 1,5 ч; d – NaOH, ECH, 25 °C, 6 ч; e – NaOH, BDGE, 30 °C, 6 ч;  
f – DVS, pH 11, 25 °C, 4 ч; g – GSH, pH 7,5, 30 °C, 24 ч

Fig. 1. Preparation scheme of Cell-SG-A, Cell-SG-B, Cell-SG-C and Cell-SG-D glutathione-containing membranes  
from the starting material (Cell–OH). Reagents and conditions: a – NaOH, DMSO, AGE, 30 °C, 48 h;  

b – NBS, H2O, 25 °C, 2 h; c – 0.01 M NaOH, 25 °C, 1.5 h; d – NaOH, ECH, 25 °C, 6 h;  
e – NaOH, BDGE, 30 °C, 6 h; f – DVS, pH 11, 25 °C, 4 h; g – GSH, pH 7.5, 30 °C, 24 h
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активированного носителя вводили в реакцию с GSH, как описано выше. Целевой продукт имеет 
короткий трехатомный линкер между лигандом и носителем.

Синтез мембран Cell-SG-C проводили аналогично, активируя носитель диэпоксидом (BDGE) 
по методике [17] и далее присоединяя GSH по свободным эпоксидным группам. В целевом 
продукте лиганд связан с носителем посредством амфифильного 12-атомного линкера.

При получении мембран Cell-SG-D за основу взята методика активации агарозных гелей 
DVS [22], адаптированная нами для мембранного формата. К винилсульфоновым группам акти- 
вированного носителя присоединяли GSH (реакция Михаэля); в результате между лигандом  
и носителем формируется амфифильный пятиатомный линкер. 

По окончании синтеза остаточные активные группы всех мембран блокировали 0,35 М 2-мер- 
каптоэтанолом (рН 8,3) в течение 24 ч. Концентрацию иммобилизованного GSH принимали 
равной концентрации привитых NH2-групп, которую определяли спектрофотометрически по 
реакции с нингидрином [23]. Длину линкера оценивали как расстояние между проксимальным  
и дистальным атомами С после 3D-оптимизации структуры в программе ACD ChemSketch. 

Равновесная бэтч-адсорбция GSTP1-1 на аффинных мембранах. Связывание GSTP1-1 
полученными мембранами изучали равновесным бэтч-методом при 10 °С и рН 7,0 в 25 мМ КФБ 
(калий-фосфатный буфер с добавкой 1 мМ EDTA и 1 мМ DTT). На данном этапе исследований 
фермент выделяли из осветленного гемолизата эритроцитов колоночной хроматографией на 
DEAE-сефарозе (методика приведена ниже) и далее очищали на колонке с GSH-агарозой по 
методике [13]. Эксперименты проводили в пластиковых 1 см-кюветах, содержащих фрагменты 
мембран 5×5 мм. Для подавления неспецифической адсорбции мембраны предварительно обра- 
батывали раствором BSA (2 мг/мл) в том же буфере и хорошо промывали чистым буфером. Очи- 
щенную GSTP1-1 (0,4–4 Ед активности; 91,5 Ед/мг белка) адсорбировали из объема 0,2 мл  
в течение 2 ч со встряхиванием на орбитальном шейкере; указанное время необходимо для до- 
стижения адсорбционного равновесия. Затем жидкие фазы переносили в отдельные микропро- 
бирки на ледяной бане; из микропробирок по очереди отбирали аликвоты содержимого и опреде- 
ляли остаточную активность фермента. Количество адсорбированной GSTP1-1 рассчитывали по 
разнице между исходной и остаточной активностью с поправкой на медленную инактивацию 
фермента. Найденная опытным путем степень инактивации GSTP1-1 в выбранных условиях 
была практически постоянной (15–20% за 2 ч связывания). Некоторые допущения, использован- 
ные при расчетах, излагаются ниже. Экспериментальные кривые аппроксимировали гиперболой, 
согласно уравнению Лэнгмюра [21]. 

Выделение и очистка GSTP1-1 из гемолизата эритроцитов. Осадок эритроцитов из 50 мл 
крови здорового донора, полученный и промытый по стандартной методике [24], подвергали 
гемолизу 1 ч при 0 °С в 4 объемах 10 мМ КФБ (рН 6,5). Гемолизат осветляли центрифугированием 
1 ч при 27000 g и 4 °С. Супернатант (исходный материал для выделения GSTP1-1) наносили на 
колонку с DEAE-сефарозой (1,5×16 см), уравновешенную 20 мМ КФБ (рН 6,5). Хроматографию 
вели при 7 °С со скоростью 18 мл/ч, контролируя поглощение элюата при 280 нм проточным 
детектором Uvicord SII («LKB», Швеция). Колонку промывали тем же буфером до полного 
удаления Hb. GSTP1-1 элюировали линейным градиентом концентрации КФБ в интервале 
значений 20–200 мМ. Фракции с высокой активностью фермента объединяли, концентрировали 
и обессоливали в центрифужных фильтрах Amicon Ultra-15 «Merck-Millipore» (Германия) с моле- 
кулярно-массовым пределом задерживания 10 кДа. Для дальнейшей очистки использовали пла- 
стиковый картридж, изготовленный из мини-колонки с внутренним диаметром 1,5 см. На пори- 
стое дно картриджа помещали 16 мембранных дисков Cell-SG-A того же диаметра с суммарной 
толщиной ~ 2,4 см; сверху герметично вставляли адаптер для подачи жидкости перистальтиче- 
ским насосом. Частично очищенный препарат GSTP1-1 в ~ 3 мл 20 мМ КФБ (рН 6,5) прокачивали 
через картридж 3 ч в режиме рециклинга со скоростью 12 мл/ч. Далее картридж промывали тем 
же буфером и им же с добавкой 0,2 М KCl; GSTP1-1 конкурентно элюировали при рН 8,8 щелоч- 
ным буфером, содержащим 50 мМ tris и 20 мМ GSH. Лучшие фракции объединяли, концентри- 
ровали и обессоливали, как описано выше, после чего насыщали аргоном и хранили в закрытой 
пробирке при рН 6,5 и 0 °С.
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Определение активности GSTP1-1. Активность фермента в реакции конъюгации GSH  
и CDNB определяли при рН 6,5 и 25 °С спектрофотометрическим методом [25]. Полная реакци- 
онная смесь в опытной кювете имела объем 2,5 мл и содержала 0,1 М КФБ без добавки DTT, 
0,5–50 мкл анализируемой пробы, 2 мМ GSH и 1 мМ CDNB. В контрольной кювете пробу 
заменяли равным объемом КФБ. После прединкубации 10 мин реакцию запускали добавлением 
50 мМ растворов субстратов. CDNB вносили из этанольного раствора; конечная концентрация 
этанола составляла 2%. Накопление продукта реакции в опытной кювете контролировали по 
росту поглощения при 340 нм в течение первых 4–5 мин. Измерения проводили ежеминутно на 
двухлучевом спектрофотометре Specord M40 («Carl Zeiss Jena», Германия); при этом автомати- 
чески вычитается вклад неферментативной реакции между GSH и CDNB в контрольной кювете. 
Начальную скорость реакции рассчитывали на линейном участке кинетической кривой, исполь- 
зуя величину молярного инкремента экстинкции ∆ε = 9,6 мM–1·см–1. За единицу активности 
принимали количество фермента, катализирующее образование 1 мкмоль S-(2,4-динитрофенил)
глутатиона/мин. 

В кинетических экспериментах активность GSTP1-1 определяли аналогичным способом. 
Измерения проводили на планшетном спектрофотометре SpectraMax i3 («Molecular Devices», США) 
в 24-луночном планшете, уменьшив объем реакционной смеси до 2 мл. Концентрацию GSH 
варьировали в диапазоне 0,1–2 мМ на фоне 1 мМ CDNB, а концентрацию CDNB – в диапазоне 
0,05–2 мМ на фоне 2 мМ GSH. Очищенную GSTP1-1 брали в количестве 15 мЕд/лунку (вариация 
по GSH) или 20 мЕд/лунку (вариация по CDNB). Концентрация этанола в среде инкубации не 
превышала 4%, что не влияет на активность фермента. Каждую пробу анализировали в трех 
повторностях. Найденные значения начальных скоростей выражали в Ед активности. Для рас- 
чета параметров стационарной кинетики использовали уравнение Михаэлиса – Ментен, лине- 
аризованное по Хейнсу [26]:

  max max

[ ] 1 [ ],mS K S
V V V

= +
 

где [S] – начальная концентрация субстрата, V – начальная скорость реакции, Km – константа 
Михаэлиса, Vmax – максимальная скорость реакции. Величину каталитической константы kcat 
находили делением параметра Vmax на молярное количество фермента, взятого в опыт. Мате- 
матическую обработку результатов осуществляли в программе SigmaPlot. 

Аналитические методы. Гель-электрофорез белковых фракций проводили на приборе Mini-
Protean Tetra Cell («Bio-Rad», США) по методу Лэммли [27] в 13%-ном полиакриламидном геле 
на фоне SDS и 2-меркаптоэтанола. Белковые полосы в гелях окрашивали красителем Coomassie 
R-250. Масс-спектры очищенной GSTP1-1 регистрировали в режиме ионизации MALDI с по- 
мощью времяпролетного масс-спектрометра Microflex LRF System («Bruker Daltonics», США). 
Концентрацию белка определяли методом Бредфорд [28], используя раствор HSA для построения 
калибровочной кривой. 

Результаты и их обсуждение. Специальные сорта бумаги для хроматографии и блоттинга, 
изготовленные из высокоочищенной целлюлозы, в последнее время находят растущее приме- 
нение как перспективный исходный материал для получения мембран с ковалентно иммобили- 
зованными биомолекулами. Достоинствами целлюлозных мембран являются невысокая сто- 
имость, биосовместимость, биодеградабельность, пористость, эластичность, гидрофильность,  
а также наличие реакционноспособных гидроксильных групп; к недостаткам относится ограни- 
ченная механическая и химическая стойкость [29]. Гидроксильные группы мембран ранее акти- 
вировали N,N′-карбонилдиимидазолом, BDGE [17, 18], ECH [21] или солями арилдиазония [29]  
с последующей иммобилизацией лигандов через аминогруппу. В настоящей работе активацию 
проводили реагентами, при помощи которых можно синтезировать алифатический линкер с конце- 
вой эпоксидной или винилсульфоновой группой, способной избирательно присоединять тиольные 
нуклеофилы в присутствии аминов при нейтральных значениях рН. Необходимость селективной 
иммобилизации GSH за тиольную группу обусловлена участием свободной α-аминогруппы три- 
пептида в образовании комплекса с GST [19]. Чтобы увеличить количество иммобилизованного 
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лиганда, все мембраны синтезировали на основе бумаги GB003 с повышенной толщиной (0,8 мм 
в сухом состоянии и 1,5 мм во влажном). 

В результате химической модификации исходной бумаги синтезированы глутатионсодержа-
щие аффинные мембраны 4 типов (Cell-SG-A, Cell-SG-B, Cell-SG-C и Cell-SG-D) с различной 
длиной и структурой линкера между привитым лигандом и поверхностью носителя (рис. 1). 
Физико-химические и адсорбционные свойства полученных мембран приведены в табл. 1. Кон- 
центрация иммобилизованного GSH убывает в ряду Cell-SG-A > Cell-SG-D ≥ Cell-SG-B > Cell-
SG-C, что свидетельствует о более эффективной активации носителя AGE по сравнению с дру-
гими реагентами. С учетом толщины влажной мембраны объемная концентрация трипептида на 
мембранах Cell-SG-A, Cell-SG-B, Cell-SG-C и Cell-SG-D соответственно равна 38,7, 26,7, 11,3  
и 28,0 мкмоль/мл. По данному показателю мембраны не уступают коммерческой GSH-ага- 
розе («Sigma-Aldrich», США), содержащей 10–30 мкмоль GSH/мл уплотненного геля, а мембрана 
Cell-SG-A несколько превосходит упомянутый гель. 

Таблица 1. Физико-химические и адсорбционные свойства мембран Cell-SG-A, Cell-SG-B, Cell-SG-C  
и Cell-SG-D

Table 1. Physico-chemical and adsorption properties of Cell-SG-A, Cell-SG-B, Cell-SG-C  
and Cell-SG-D membranes

Мембрана Концентрация GSH, мкмоль/см2 Длина линкера, Å Kd, мкМ

Cell-SG-A 5,8 6,7 5,5 ± 1,4
Cell-SG-B 4,0 2,5 10,2 ± 2,2
Cell-SG-C 1,7 11,1 6,8 ± 1,5
Cell-SG-D 4,2 5,5 7,2 ± 1,4

П р и м е ч а н и е. Значения Kd приведены как среднее арифметическое ± стандартная 
ошибка для 2 независимых определений.

При изучении равновесной бэтч-адсорбции GSTP1-1 на полученных мембранах концентрацию 
свободного (несвязавшегося) фермента находили из величины его активности, сделав обоснован- 
ные допущения: 1) в используемых низких концентрациях растворы GSTP1-1 содержат преиму- 
щественно мономер с молекулярной массой 23225 Да [30]; 2) за 2 ч инкубации при 10 °С GSTP1-1 
во всех пробах одного эксперимента инактивируется в одинаковой степени; 3) с учетом предва- 
рительной обработки мембран BSA неспецифическое связывание фермента практически отсут- 
ствует; 4) инактивированная GSTP1-1 имеет серьезные нарушения конформации [31] и не 
обладает сродством к GSH. Обнаружено, что для всех мембран экспериментальные изотермы 
адсорбции GSTP1-1 (рис. 2) хорошо аппроксимируются уравнением Лэнгмюра:

   
max ,
d

Q Cq
K C

⋅
=
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где q – количество связавшейся GSTP1-1, нмоль/см2; Qmax – максимальная адсорбционная 
емкость, нмоль/см2; С – концентрация внесенной GSTP1-1, мкМ; Kd – константа диссоциации 
комплекса GSTP1-1 с иммобилизованным GSH, мкМ. 

Значения параметра Kd, рассчитанные по данному уравнению, приведены в табл. 1. Кривые 
гиперболической регрессии на рис. 2 имеют коэффициент детерминации R2 ≥ 0,99. Из получен-
ных результатов следует, что при связывании GSTP1-1 аффинными мембранами всех типов об-
разуется монослой не взаимодействующих молекул адсорбата. Наиболее прочным связыванием 
обладают мембраны Cell-SG-A с минимальным значением Kd. В целом найденные величины Kd 
(5–10 мкМ) указывают на высокое сродство GSTP1-1 к иммобилизованному GSH при низкой 
ионной силе раствора (25 мМ КФБ), когда в полной мере реализуются электростатические взаи-
модействия между трипептидом и связывающим его G-сайтом фермента. Литературные значения 
Kd комплекса GSTP1-1 с растворенным GSH в 100 мМ КФБ существенно больше (120–130 мкМ 
[32]), что отчасти можно объяснить некоторой дестабилизацией комплекса при более высокой 
ионной силе раствора. Кроме того, амфифильный линкер может повышать сродство иммобили-
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зованного лиганда к GSTP1-1 путем образования дополнительных контактов с Н-сайтом фер-
мента, связывающим CDNB и другие гидрофобные косубстраты. В пользу данного предположе-
ния свидетельствует намного более прочное связывание ферментом S-алкильных производных 
GSH, для которых значения Kd составляют 1,5–14,3 мкМ [33], что согласуется с результатами 
настоящей работы. У изучаемых мембран длина линкера варьирует от 2,5 (Cell-SG-B) до 11,1 Å 
(Cell-SG-C, табл. 1). Из сопоставления данного параметра с величиной Kd следует, что линкер 
длиной не менее 5,5 Å обеспечивает более прочное взаимодействие с H-сайтом GSTP1-1. 
Известный конкурентный ингибитор фермента S-гексилглутатион, часто используемый в аф-
финной хроматографии, содержит гексильный радикал длиной 5,9 Å. Полученные результаты 
также коррелируют с данными работы [34], согласно которым линкер протяженностью 6,3 Ǻ 
между носителем (стекло с контролируемым размером пор) и иммобилизованным GSH является 
оптимальным для прочного и селективного связывания родственного фермента – GST μ-класса. 
В дальнейшей работе использовали мембраны Cell-SG-A, лучшие по совокупности физико-хи-
мических и адсорбционных свойств.

Препаративное разделение гемоглобина и GSTP1-1 на первой стадии очистки фермента про-
водили с помощью анионообменной DEAE-сефарозы при рН 6,5, когда молекулы указанных 
белков разноименно заряжены. При нанесении осветленного гемолизата на колонку с DEAE-
сефарозой и последующей промывке 20 мМ КФБ обнаружено, что анионообменник связывает 
GSTP1-1 и некоторую часть примесных белков, но практически не взаимодействует с гемоглоби-
ном. В материале, не связавшемся с DEAE-сефарозой, также найдено < 2% исходной активности, 
по-видимому, принадлежащей изоформам GST других классов (α, μ и θ) с более высоким значе-
нием изоэлектрической точки. Предварительный поиск оптимального способа элюции GSTP1-1 
из колонки показал, что наилучший результат дает линейный градиент концентрации КФБ (20–
200 мМ). В объединенных фракциях элюата найдено 94,7 % исходной активности, а степень 
очистки фермента на данной стадии возрастает в 241 раз (табл. 2). Анионообменная хроматография 
гемолизата, в отличие от катионообменной [7, 11], позволяет повысить эффективность очистки 
GSTP1-1 и использовать колонку намного меньшего размера, что ускоряет хроматографический 
процесс и снижает потери активности фермента.

Рис. 2. Изотермы адсорбции GSTP1-1 на мембранах Cell-SG-A, Cell-SG-B, Cell-SG-C и Cell-SG-D

Fig. 2. GSTP1-1 аdsorption isotherms on Cell-SG-A, Cell-SG-B, Cell-SG-C and Cell-SG-D membranes
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Таблица 2. Типичная схема очистки GSTP1-1 из гемолизата эритроцитов

Table 2. Typical scheme for GSTP1-1 purification from erythrocyte hemolysate

Стадия очистки Белок,  
мг

Активность,  
Ед

Удельная активность, 
Ед/мг

Степень 
очистки

Выход,  
%

Осветленный гемолизат 6412 28,41 0,00443 1 100
DEAE-сефароза (обессоленный концентрат) 25,22 26,90 1,067 241 94,7
Аффинный картридж (обессоленный концентрат) 0,208 21,74 104,5 23589 76,5

Невысокая удельная активность частично очищенной GSTP1-1 коррелирует с результатами 
гель-электрофореза, согласно которым в препарате почти нет гемоглобина, но количественно 
преобладают другие примесные белки (рис. 3, трек b). Дальнейшую очистку препарата прово- 
дили на картридже с аффинными мембранами Cell-SG-A.

Как выяснилось, при нанесении на картридж обессоленного концентрата рециклинг явля- 
ется необходимой операцией и обеспечивает связывание > 95% активности, так как фермент 
сравнительно медленно адсорбируется аффинными мембранами. Динамическое адсорбционное 
равновесие устанавливается за 3 ч, что легко контролировать по прекращению циклических 
колебаний и выходу на плато кривой поглощения элюата при 280 нм на элюционном профиле 
(рис. 4). Медленная аффинная адсорбция GSTP1-1 ранее отмечена в работе [10], где GSH-
агарозу оставляли в контакте с ферментом на 24 ч, чтобы увеличить полноту связывания.  
В процессе оптимизации метода установлено, что сокращение времени рециклинга на кар- 
тридже до одного часа снижает долю связавшейся GSTP1-1 до 90%. Если вместо картриджа 
использовать колонку с GSH-сефарозой большего объема (1×8 см) и провести аналогичный 
рециклинг наносимого материала в течение 3 ч, то доля связавшегося фермента падает до 70–
80%. Это указывает на лучшую стерическую доступность иммобилизованного лиганда на 
мембранах Cell-SG-A по сравнению с гелем GSH-агарозы. После отмывки картриджа от 
примесных белков связанная GSTP1-1 конкурентно элюируется раствором GSH (рН 8,8) в виде 
острого пика активности на элюционном профиле, которому соответствует малоинтенсивный 
пик А280 (рис. 4). Заключительный подъем величины А280 на плато вызван собственным 
поглощением элюента. Высокая эффективность очи- 
стки фермента на стадии аффинной хроматографии 
иллюстрируется возрастанием его удельной активно- 
сти на 2 порядка (табл. 2).

В результате двухстадийной хроматографической 
очистки нами получен препарат GSTP1-1 с общим вы- 
ходом 76,5% от исходной активности в гемолизате. 
Степень очистки фермента составляет 23589 раз, а удель-
ная активность, измеренная в стандартных условиях, – 
104,5 Ед/мг (табл. 2). В отдельных циклах выделения 
удельная активность достигает 125,5 Ед/мг. По сведе- 
ниям литературы, выходы очищенной GSTP1-1 из 
эритроцитов варьируют от 11 до 53%, а удельная актив-
ность препаратов не превышает 66 Ед/мг [8, 10, 11]. 
Для GSTP1-1 из плаценты после 5 хроматографических 
стадий очистки выход составляет 23,6%, а удельная 
активность равна 105 Ед/мг [35], что совпадает с дан- 
ными табл. 2. Следовательно, метод очистки эритро- 
цитарной GSTP1-1, предложенный в настоящей работе, 
превосходит ранее известные как по выходу, так и по 
удельной активности очищенного фермента, величина 
которой не уступает эталонным характеристикам GSTP1-1 
из плаценты.

Рис. 3. Гель-электрофореграммы стадий 
очистки GSTP1-1. Обозначения треков:  

a – гемолизат; b – препарат фермента после 
DEAE-сефарозы; c, d – очищенный фермент  

(2 и 4 мкг белка); e – маркерные белки  
с указанием молекулярной массы

Fig. 3. Gel electrophoregrams of GSTP1-1 purification 
steps. Track designations: a – hemolysate;  

b – enzyme preparation after DEAE sepharose;  
c, d – purified enzyme (2 and 4 μg of protein);  

e – marker proteins with molecular  
mass indicated
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По данным гель-электрофореза, чистота полученного препарата GSTP1-1 составляет не ме-
нее 95%, а электрофоретическая подвижность основной белковой зоны соответствует ожидае-
мой молекулярной массе 23–24 кДа (рис. 3, треки c и d). Гомогенность очищенного фермента 
также подтверждена масс-спектрометрией MALDI-TOF (рис. 5). Наряду с главным пиком прото-
нированного молекулярного иона (М+Н)+ c величиной m/z = 23223 в спектре имеются минорные 
пики, соответствующие дважды протонированной молекуле (М+2Н)2+, а также протонирован-
ным ди- и тримерным молекулярным ассоциатам (2М+Н)+ и (3М+Н)+. Сигналы от примесных 
белков практически отсутствуют. Экспериментальное значение молекулярной массы, найденное 
масс-спектрометрическим методом, равно 23222 Да, что с точностью 3 Да соответствует расчет-
ной массе 23225 Да для доминирующего аллеля GSTP1a, содержащего аминокислотные остатки 
Ile105 и Ala114 [1]. 

Рис. 4. Элюционный профиль хроматографии частично очищенной GSTP1-1 на картридже с мембранами Cell-SG-A. 
Сплошная линия – А280 (поглощение элюата при 280 нм); штриховая – активность фермента. Стрелками указаны:  
1 – начало рециклинга; 2 – окончание рециклинга и промывка КФБ; 3 – промывка КФБ + 0,2 М KCl; 4 – элюция  

(50 мМ tris + 20 мМ GSH, рН 8,8)

Fig. 4. Chromatography elution profile of partially purified GSTP1-1 on a cartridge with Cell-SG-A membranes.  
Solid line – А280 (eluate absorption at 280 nm); dashed line – enzyme activity. Arrows show: 1 – start of recycling;  

2 – end of recycling and washing with potassium phosphate buffer; 3 – washing with potassium phosphate  
buffer + 0.2 М KCl; 4 – elution (50 мМ tris + 20 мМ GSH, рН 8.8)

Рис. 5. Масс-спектр (MALDI-TOF) очищенного препарата GSTP1-1

Fig. 5. Mass spectrum (MALDI-TOF) of the purified GSTP1-1 preparate
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Мембраны Cell-SG-A могут многократно (не менее 5 раз) использоваться для очистки фер-
мента без потери хроматографических свойств и являются намного более экономичным и удоб-
ным в работе аффинным адсорбентом по сравнению с GSH-агарозой. В то же время аффинные 
мембраны, как и агарозные гели, не обладают достаточной механической прочностью для жид-
костной хроматографии высокого давления.

При изучении каталитических свойств очищенной GSTP1-1 исходили из ранее предложенного 
[36] последовательного механизма действия фермента с неупорядоченным присоединением суб- 
стратов (GSH и CDNB) и быстрым установлением равновесия. Параметры стационарной кине- 
тики определяли общепринятым для двухсубстратных реакций методом, варьируя начальную 
концентрацию одного из субстратов при фиксированной начальной концентрации второго 
субстрата. Установлено, что для каждого субстрата экспериментальная зависимость начальной 
скорости реакции от его концентрации описывается гиперболой согласно уравнению Михаэлиса – 
Ментен (рис. 6). Линеаризацию гиперболических кривых проводили в координатах Хейнса, что 
приводит к меньшей погрешности в расчетах по сравнению с часто используемым графиком 
Лайнуивера–Берка [26]. Найденные величины параметра Km по GSH (0,19 мМ) и CDNB (0,68 мМ)  
в целом согласуются с ранее опубликованными данными (соответственно 0,07–0,5 мМ и 0,70–2,1 мМ 
[7, 10, 35-37]). Анализируя большой разброс литературных значений Km по GSH, следует отме- 
тить, что в норме концентрация эритроцитарного GSH составляет 1–2 мМ [38]. В связи с этим 
найденная нами величина не слишком мала по сравнению с уровнем GSH и позволяет раци- 
онально объяснить физиологически значимое снижение активности фермента при уменьшении 
концентрации GSH (например, в условиях окислительного стресса). По величине параметра kcat 
для GSH (47,8 с–1) и CDNB (54,3 с–1) очищенная GSTP1-1 превосходит аналогичные характеристики 
ранее выделенных препаратов (соответственно 8,8–43,0 и 18,3–32,9 с–1 [8, 10, 39]), что коррелирует 
с более высокой удельной активностью фермента. 

Рис. 6. Зависимость начальной скорости ферментативной реакции V от концентрации GSH (1) и CDNB (2):  
а – первичные гиперболические кривые; b – графики Хейнса. Результаты представлены  

как среднее арифметическое ± стандартное отклонение для 3 повторностей

Fig. 6. Dependence of initial enzymatic reaction rate V on GSH (1) and CDNB (2) concentration:  
а – primary hyperbolic curves; b – Hanes plots. Results are given as average ± standard deviation for 3 repeats
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Заключение. В настоящей работе впервые получены и охарактеризованы глутатионсодер- 
жащие аффинные мембраны 4 типов на основе химически модифицированной целлюлозной 
бумаги. Мембраны Cell-SG-A успешно использованы для очистки GSTP1-1 вместо традиционных 
агарозно-гелевых адсорбентов. Разработан новый метод выделения и очистки изоформы Р1-1 из 
гемолизата эритроцитов, включающий предварительное удаление гемоглобина на анионообмен- 
нике и аффинную хроматографию фермента на картридже с мембранами Cell-SG-A. По данным 
гель-электрофореза и масс-спектрометрии MALDI-TOF, чистота полученного препарата 
составляет не менее 95%. Определены кинетические параметры очищенной GSTP1-1 в реакции 
конъюгации GSH и CDNB при рН 6,5 и 25 °С.

По эффективности (выход фермента 76,5%, степень очистки 23589 раз, удельная активность 
104,5 Ед/мг белка) предложенный метод очистки эритроцитарной GSTP1-1 превосходит ранее 
известные, что представляет интерес для исследователей, занятых направленным синтезом но- 
вых ингибиторов фермента с противоопухолевой активностью. Результаты работы также могут 
найти применение при очистке нативных и рекомбинантных изоформ GST из различных источ- 
ников и гибридных белков с GST-доменом. 
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СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ КАЧЕСТВА МАЙОЛИКОВОЙ ПОСУДЫ  
ПУТЕМ СОЗДАНИЯ ГАРМОНИЧНОЙ СИСТЕМЫ  

КЕРАМИЧЕСКАЯ МАТРИЦА – ГЛАЗУРНОЕ ПОКРЫТИЕ
Приведены результаты комплексных исследований по совершенствованию качества майоликовой посуды путем 

гармонизации в системе керамическая основа–глазурное покрытие. Использован современный подход к решению 
поставленных задач, включающий иерархическое моделирование, составной частью которого является создание 
структуры развития кластера, объединяющего технологические стадии получения керамической продукции требу- 
емого качества в единое целое – процесс производства. Проведенные экспериментальные исследования, подтвержда- 
ющие правильность подхода к решению поставленных задач, позволили улучшить физико-химические свойства 
майолики и обеспечить эксплуатационную надежность при термической обработке посуды в посудомоечных 
машинах различного типа.

Показано, что получение качественной майоликовой посуды базируется на гармонизации керамической основы 
и декоративного покрытия, поэтому созданию керамической массы и глазурных покрытий с определенным ком- 
плексом технологических и физико-химических свойств внимание должно уделяться в абсолютно равной степени, 
что позволяет эффективно и логически обоснованно совершенствовать технологию получения качественных май- 
оликовых изделий. 

Ключевые слова: гармонизация, кластер, дендрограмма, майолика, керамическая основа, глазурное покрытие.

I. A. Levitskii, S. E. Barantseva, A. I. Poznyak

Belarusian State Technological University, Minsk, Republic of Belarus

IMPROVING THE QUALITY OF MAJOLICA DISHES BY CREATING  
A CERAMIC MATRIX – GLAZED COATING HARMONIOUS SYSTEM 

The results of comprehensive research on improving the quality of majolica ware by harmonizing in the system «ceramic 
base – glazed coating» are presented in the article. A modern approach to solving problems, including hierarchical modeling, 
part of which is to create a cluster of structures, combining the technological steps of preparing a ceramic product of the de-
sired quality in a single entity – the technological process was used in the work. Experimental studies, confirming the correct-
ness of this approach, have improved physicochemical properties of majolica and ensure the operational reliability during 
thermal processing of dishes in dishwashers of various types. 

It has been shown that the production of high-quality majolica ware is based on the harmonization of the ceramic base 
and the decorative coating, so the development of a ceramic mass and glaze coating with a specific set of technological and 
physicochemical properties should be given absolutely equal attention. The above approach provides efficient and logically 
sound improvement of the production technology for high-quality majolica products.

Keywords: harmonization, cluster, dendrogram, majolica, ceramic base, glazed coating.

Введение. Интенсивное развитие сети общественного питания в Республике Беларусь явля- 
ется важнейшим условием необходимости совершенствования эксплуатационных свойств и деко-
ративно-эстетических характеристик майоликовых изделий посудной группы при их масштаб- 
ной эксплуатации и использовании посудомоечных машин достаточно высокой производитель- 
ности. Из-за многократной обработки изделий струями горячей воды (45–80 оС) под давлением 
0,03–1 МПа [1] к посуде предъявляются повышенные требования по показателям физико-
химических свойств, а декоративные характеристики определяют статус, стиль и индивидуаль- 
ность предприятий общественного питания.

© Левицкий И. А., Баранцева С. Е., Позняк А. И., 2017 
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Качество и уровень эксплуатационных характеристик майоликовых изделий хозяйственного 
назначения в современных условиях непрерывно повышается, поскольку интенсивное развитие 
материаловедения, а также декоративно-эстетические требования к майолике изменяются и совер- 
шенствуются. Несмотря на обилие новых видов материалов для изготовления посуды (алюминий, 
чугун, нержавеющая сталь, жаропрочное стекло), керамика остается востребованной, что под- 
тверждается опытом ее использования с глубокой древности и до настоящих дней для приго- 
товления и хранения пищевых продуктов.

Цель работы – изучение возможности улучшения физико-химических свойств и эксплуатационных 
характеристик майоликовых изделий путем разработки гармонизированной системы керами- 
ческая основа–декоративное глазурное покрытие. 

Методология исследования. В настоящее время все более широкое распространение на- 
ходит иерархическое моделирование технологических процессов получения различных видов 
продукции, составной частью которого, согласно основам технодинамики [2], является создание 
структуры развития кластера (дендрограммы), позволяющей по-новому отнестись к совершен- 
ствованию и оптимизации технологического процесса получения майоликовых изделий. 
Кластер объединяет любую группу объектов или явлений, в нашем случае стадий технологи- 
ческого процесса, которые составляют единое целое, т. е. процесс производства керамической 
продукции требуемого качества.

Для развития структуры кластера использовалось дерево целей – структурированный иерар- 
хический перечень, в котором цели более низкого уровня подчинены целям более высокого 
уровня и служат для достижения генеральной цели – получения готовой продукции с улучшен- 
ными декоративно-эстетическими характеристиками, повышенными физико-химическими свой-
ствами и эксплуатационной надежностью, соответствующей ГОСТу 32094–2013 «Посуда май- 
оликовая» и СанПиН 13-3 РБ-2014 «Предельно допустимые количества химических веществ, 
выделяющихся из материалов, контактирующих с пищевыми продуктами». Построение дерева 
целей само по себе представляет методику разработки стратегии достижения поставленной 
генеральной цели. 

Получение качественной майоликовой посуды базируется на гармонизации керамической 
основы и декоративного покрытия, поэтому созданию керамической массы с определенным 
комплексом технологических и физико-химических свойств и разработке составов прозрач- 
ных и глушеных покрытий внимание уделяется в абсолютно равной степени. Исследование 
проводилось в соответствии со структурой кластера (дендрограммой, рис. 1). Каждая ветвь 
дерева целей представляет собой последовательные стадии технологического процесса, вы-
полнение которых приводит к достижению генеральной цели – получению декорированных 
прозрачной и глушеной глазурью майоликовых изделий с улучшенными эксплуатационными 
свойствами. 

Результаты и их обсуждение. В настоящее время в Республике Беларусь большинство май- 
оликовых изделий хозяйственно-бытового назначения изготавливается в ОАО «Белхудожкерамика» 
(г. п. Радошковичи, Минская область). Технология их производства базируется на использовании  
в составе 100 мас.%* легкоплавкой неспекающейся полиминеральной глины месторождения «Гайду- 
ковка». Полученные при максимальной температуре политого обжига 940–980 оС глазурованные 
изделия характеризуются высокой пористостью (30–32 %) и водопоглощением (17–18 %), что не обе-
спечивает требуемой эксплуатационной надежности майоликовой посуды и исключает возмож- 
ность ее использования в организациях общественного питания, оснащенных посудомоечными 
машинами. 1

Детальное изучение научной и патентной литературы в данной области позволило устано- 
вить, что улучшение качественных характеристик продукции, в частности снижение показателей 
водопоглощения и упрочнение структуры майоликовых изделий, не представляется возможным 
при использовании в составе масс только легкоплавких глин Республики Беларусь, в том числе 
месторождения «Гайдуковка».

* Здесь и далее по тексту приведено массовое содержание.
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В связи с этим исследовалась возможность использования в качестве компонентов керами- 
ческих масс глины огнеупорной марки Веско-Гранитик Веселовского месторождения, базальта 
Ровенского месторождения и каолина Просяновского мокрого обогащения. Химический состав 
сырьевых материалов приведен в табл. 1.

Таблица  1. Усредненный химический состав сырьевых материалов

Table 1. Averaged chemical composition of raw materials

Сырьевые материалы
Содержание оксидов, %

SiO2 Al2O3 CaO MgO Na2O K2O Fe2O3 TiO2 ппп

Глина «Гайдуковка» 53,8 12,3 9,04 3,08 0,68 2,95 5,7 0,75 11,7
Глина Веско-Гранитик 65,29 23,63 0,56 0,66 0,39 1,53 1,46 − 6,48
Базальт ровенский 52,24 17,26 7,58 2,28 3,47 0,51 13,17 2,88 0,61
Каолин просяновский 49,3 38,5 0,16 0,07 – 0,5 1,07 0,2 10,2

Выбор сырьевых материалов основывался на их химико-минеральном составе и техноло- 
гических характеристиках. Так, огнеупорная глина, имеющая широкий интервал спекшегося 
состояния, будет способствовать его расширению для керамической массы; базальт, характеризу- 
ющийся значительным содержанием оксидов щелочных металлов и железа – интенсифицировать 
процесс спекания; каолин – улучшать реологические характеристики шликера [3–5]. С исполь- 
зованием вышеуказанных компонентов разработана серия составов сырьевых композиций, в ко- 
торой содержание компонентов варьировалось в следующих пределах, %: глина «Гайдуковка» – 
70–85, глина Веско-Гранитик – 10–15, базальт – 5–20, каолин – 5–10. 

Майоликовые изделия изготавливали из разработанных керамических масс методами 
пластического формования и шликерного литья. Шликер, полученный при совместном мокром 
помоле сырьевых компонентов в шаровой мельнице, характеризовался влажностью 40–41%,  
текучестью 10–12 с, коэффициентом загустевания 1,55–1,62. Полученные изделия подвергали 
обжигу в интервале температур 1000–1100 оС с выдержкой при максимальной температуре 1–1,5 ч. 

Рис. 1. Дендрограмма кластеризации

Fig. 1. The clasterization dendrogram
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При проведении комплексных исследований физико-химических свойств керамических 
образцов, полученных методом шликерного литья, выявлено, что показатели водопоглощения с 
увеличением содержания базальта в массе и температуры обжига монотонно снижаются с 21,9 
до 11,2 %. Установлено, что по сравнению с влиянием огнеупорной глины базальт активизирует 
процесс спекания и улучшает свойства обожженного черепка, что объясняется наличием 
легкоплавких примесей в породе (вулканического стекла, анальцима, хлорофеита), снижающих 
температуру начала спекания и плавления. При температурах обжига 1000 и 1050 оС значения 
водопоглощения образцов изделий изменяются незначительно от 21,9 до 18,5 %, поскольку в дан- 
ном интервале температур базальт выступает в роли отощающего компонента. При температурах 
обжига 1075 и 1100 оС зависимость водопоглощения от температуры проявляется значительно 
активнее, что связано с флюсующим действием базальта.

Увеличение содержания легкоплавкой глины месторождения «Гайдуковка» в составе 
керамических масс (от 70 до 85 %) приводит к повышению показателей водопоглощения образцов 
от 12,4 до 20,8 %, что обусловлено наличием примесных карбонатных включений. Зависимость 
механической прочности образцов изделий от состава масс и температуры обжига имеет 
обратный характер и связана с процессами спекания, происходящими при обжиге. Значения 
прочности при изгибе изменяются в пределах 8,1 – 15,7 МПа и имеют максимальные значения 
при содержании плавня 10 % и легкоплавкой глины 70 %. 

Таким образом, результаты определения физико-химических свойств образцов, изготовлен- 
ных методом литья с последующим обжигом в интервале 1000–1100 оС, позволили установить, 
что оптимальной температурой является 1100±5 оС. Однако, несмотря на обеспечение требуемых 
физико-химических свойств образцов изделий при этой температуре, отмечается рост общей 
усадки и характерное окрашивание черепка в темно-коричневые оттенки. 

С целью улучшения декоративных характеристик изделий сформованный полуфабрикат 
подвергали термообработке при более низкой температуре обжига (1080±5 °С) и продолжитель- 
ности выдержки – 1,5 ч. Анализ полученных результатов показал, что снижение максимальной 
температуры обжига при увеличении изотермической выдержки обеспечивает формирование 
плотной спеченной структуры образцов и показатели водопоглощения составляют 9,3–10,1%. 
При этом керамический черепок более светлый, чем полученный обжигом полуфабриката при 
1100 °С, значения деформации и усадки находятся в допустимых пределах.

На рис. 2 представлено электронно-микроскопическое изображение поверхности скола кера- 
мического черепка из массы оптимального состава, которое свидетельствует, что структура 
образцов, полученных по оптимальному режиму 
обжига, однородная, плотная, с равномерным 
распределением по объему относительно не- 
большого количества пор со средним диаметром 
15–30 мкм. Следует отметить, что изделия, по- 
лученные методом формования, характеризу- 
ются несколько лучшими показателями физико-
химических свойств, в частности механическая 
прочность составляет 10,3–10,5 МПа, водопо-
глощение – (9,0±0,7) %.

Полученные результаты позволили сделать 
вывод, что жидкая фаза играет важную роль  
в процессе формирования структуры майоли- 
ковых изделий с улучшенными эксплуатацион- 
ными характеристиками. Однако повышенное 
количество расплава при температуре 1100 °С 
может привести к снижению устойчивости из- 
делий при обжиге, поэтому выбор оптимальных 
температурно-временных параметров обжига яв- 
ляется ответственным фактором в общем под- 
ходе к решению технологических задач.

Рис. 2. Электронно-микроскопическое изображение 
поверхности скола керамической основы 

оптимального состава после обжига при температуре 
1080±5 °С с выдержкой 1,5 ч 

Fig. 2. Electron microscope image of the optimal  
composition ceramic base chip surface after baking  

at 1080±5 °С for 1.5 h
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При разработке составов глазурей для майоликовых изделий, контактирующих с пищевыми 
средами, одним из условий являлось обеспечение широкого температурного интервала глазу- 
рообразования прозрачных некристаллизующихся покрытий и формирования стеклокристал- 
лической структуры глушеного белого блестящего покрытия. 

Составы экспериментальных стеклофритт для прозрачных покрытий разрабатывали в системе 
Na2O–K2O–B2O3–Al2O3–SiO2, для глушеных – в системе Na2O–K2O–CaO–ZnO–B2O3–Al2O3–
ZrO2–SiO2. Варку стеклофритт производили в газовой стекловаренной печи периодического 
действия при максимальной температуре 1450–1470 °С с выдержкой 1 ч. Затем стеклофритты 
подвергали помолу в течение 1 ч в лабораторной мельнице «Speedy-1» (Италия) при соотношении 
материала и мелющих шаров 1:1,2. В суспензию вводили огнеупорную глину марки ДНПК  
в количестве 13% и калиевую селитру в количестве 0,8%. Полученные глазурные шликеры 
наносили после утильного обжига на керамическую основу из разработанной массы с улучшен- 
ными физико-химическими характеристиками и подвергали обжигу при различных темпера- 
турах в интервале 900–1100 °С. 

Содержание оксидов при синтезе прозрачных глазурей находилось в следующих пределах, 
%: SiO2 – 68,09–72,0; Al2O3 – 4,0–6,0; B2O3 – 12,85–17,80; Na2O – 6,85–10,25; K2O – 1,25–2,0. 
Установлено, что технологические характеристики стеклофритты для прозрачной глазури  
непосредственно зависят от химического состава, в частности от соотношения (SiO2+Al2O3)/
(Na2O+Ka2O). Так, в серии исследованных составов соотношение основных оксидов в глазурных 
покрытиях изменялось от 6,52 до 10,95, что существенно влияло на технологические свойства 
расплава стекла и качество сформированного покрытия.

На основании анализа полученных результатов оптимальными можно считать значения 
соотношения (SiO2+Al2O3)/(Na2O+K2O), находящиеся в пределах 7,5–8,5, при которых обеспечи-
ваются качественные показатели покрытий с минимальной склонностью к образованию повер- 
хностных дефектов, что может служить критериальным фактором при разработке составов 
прозрачных глазурей. Градиентная термическая обработка образцов показала, что разработанные 
прозрачные покрытия формируются в широком температурном интервале, составляющем 980–
1100 °С, что позволит производить обжиг в различных тепловых агрегатах. Комплекс физико-
химических свойств и декоративно-эстетических характеристик покрытий перспективных 
составов (блеск – 68–70%, микротвердость – 4900–5100 МПа, ТКЛР – (4,81–4,97)·10−6 К−1, термо-
стойкость – 150 °С) позволяет рекомендовать их для декорирования майоликовой посуды. 
Оптимальным составом, рекомендуемым для масштабных испытаний с целью внедрения в про- 
изводство, является состав, имеющий значение соотношения (SiO2+Al2O3)/(Na2O+K2O), равное 8,5.

Известно, что получение качественных стеклокристаллических покрытий обеспечивается 
введением в стеклофритты диоксида циркония либо циркона, механизму действия которых 
посвящены работы ряда отечественных и зарубежных исследователей [6, 7]. При синтезе 
глушеных глазурных покрытий содержание основных оксидов находилось в пределах, %: SiO2 
55,0–60,0; Al2O3 5,0–11,25; ZrO 5,0–11,25; содержание оксидов цинка, бора, кальция, натрия и ка-
лия оставалось постоянным и их суммарное количество составляло 30 %.

Для получения информации о процессе формирования стеклокристаллической структуры 
глушеных покрытий проведена термическая обработка экспериментальных составов при темпера- 
турах 1010, 1040, 1070 и 1100 оС с выдержкой 1 ч. По основным технологическим характеристикам 
и показателям физико-механических свойств (степень глушения, укрывистость, белизна, блеск, 
растекаемость, просвечиваемость, микротвердость, термостойкость) выбран оптимальный состав 
глушеной глазури, индексированный Н5. Опытно-производственные испытания, проведенные  
в ОАО «Белхудожкерамика», выявили необходимость улучшения укрывистости и степени 
заглушенности покрытия, что было достигуто путем вариации содержания оксидов цинка, бора 
и циркония. Оптимизированному составу присвоен индекс Н5-М1. Фазовый состав покрытия, 
термообработанного при 1050–1100 оС, представлен цирконом (ZrSiO4) и андалузитом (β–Al2SiO5). 
В этом температурном интервале, согласно результатам электронно-микроскопического иссле- 
дования,  структура глушеной глазури достигает максимальной однородности и равномерности рас- 
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пределения кристаллических образований по всему объему, включая поверхность, что хорошо 
видно на рис. 3. 

Температурный коэффициент линейного расширения глазури составляет (5,02–5,05)·10-6 К−1, 
термическая стойкость – 150 °С, белизна – 80–82 %, блеск – 87–89 %, микротвердость – 5350–
5400 МПа, что свидетельствует о рациональном соотношении кристаллических и стеклообраз- 
ной фаз в сформировавшемся стеклокристаллическом покрытии Н5-М1.

На рис. 4 представлено электронно-микроскопическое изображение поверхности скола в си- 
стеме керамическая матрица–глазурное покрытие оптимального состава в динамике формиро- 
вания стеклокристаллического покрытия (1000 → 1100 °С). Отчетливо видна довольно резкая 
граница между керамическим черепком и глазурным слоем (рис. 4, а). Значительное количество 
пор при 1000 °С свидетельствует о продолжающихся процессах стеклообразования и кристалли- 
зации. Структура покрытия, полученного обжигом при 1100 °С (рис. 4, б), соответствует стекло-
кристаллической с резко уменьшенным количеством пор. Благодаря активным диффузионным 
процессам и химическому взаимодействию покрытия и керамической основы, контактный слой 
не дифференцируется и представляет собой метаморфическую зону, что обеспечивает достаточ- 
ную термическую устойчивость и прочность сцепления [7]. 

       
а                                                                                               б

Рис. 3. Электронно-микроскопическое изображение зеркальной поверхности (а) и скола (б) глушеной глазури опти-
мального состава Н5-М1

Fig. 3. Electron microscope image of the optimal composition opacified glaze Н5-М1 mirror surface (а) and chip (б)

      
а                                                                                               б

Рис. 4. Электронно-микроскопическое изображение скола в гармонизированной системе керамическая матрица – 
глазурное глушеное покрытие: температура обжига а – 1000 °С, б – 1100 °С

Fig. 4. Electron microscope image of the chip in ceramic matrix – opacified glaze harmonized system
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В табл. 2 приведены основные свойства майоликовых изделий, полученных из разработанного 
состава керамической массы, декорированных прозрачным (П2) и глушеным (Н5–М1) покрыти- 
ями. Проведенные санитарно-гигиенические исследования процессов миграции катионов В3+, 
А13+ и Zn2+ в различные модельные пищевые среды (дистиллированная вода, растворы уксусной, 
лимонной и молочной кислоты, поваренной соли и этилового спирта) подтвердили их соответ- 
ствие требованиям СанПиН. 

Таблица 2. Физико-химические свойства майоликовых изделий

Table  2. Physical and chemical properties of majolica products

Свойства изделий Показатель свойств

Температура политого обжига, °С 960–1090
Водопоглощение, % 8,6–12,5
Термостойкость, оС 150
Механическая прочность при изгибе, МПа 9,5–10,0
Устойчивость к механизированной мойке (согласно ГОСТу Р 55823-2013) Устойчивы (выдерживают более 250 циклов)
Миграция вредных веществ из глазурных покрытий в пищевые среды 
(согласно СаНПиН 13–3 РБ 2014) Отсутствует

Заключение. В результате проведенного комплексного исследования, включающего разра- 
ботку составов керамической массы и декоративных глазурных покрытий, а также технологи-
ческих параметров их получения, достигнута генеральная цель – получение майоликовой про-
дукции с улучшенными декоративно-эстетическими характеристиками, повышенными физико-
химическими свойствами и эксплуатационной надежностью, что позволит проводить при 
масштабном использовании посуды на предприятиях общественного питания гигиеническую 
термическую обработку в посудомоечных машинах различного типа. 

Таким образом, современный подход к целенаправленному решению технологических задач, 
связанных с комбинированием иерархического моделирования и экспериментальных исследова-
ний, позволяет быстро, эффективно и логически обоснованно совершенствовать не только тех-
нологию получения керамических материалов, но и улучшать их качественные характеристики 
за счет гармонизации определенных составляющих объектов, повышая эксплуатационную на-
дежность продукции. 
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ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ ЭКСТРАКЦИИ НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ ИЗВЛЕЧЕНИЯ 
ЭКСТРАКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ ИЗ РОМАШКИ АПТЕЧНОЙ И МЯТЫ ПЕРЕЧНОЙ

Изучено влияние параметров процесса экстракции ромашки аптечной и мяты перечной 1,2-пропиленгликолем 
на эффективность извлечения экстрактивных веществ. Получены зависимости, описывающие влияние температуры, 
продолжительности процесса и соотношения экстрагируемого материала и растворителя на содержание экстрактив- 
ных веществ в экстрактах. Установлено, что при уменьшении соотношения сырья и растворителя, повышении 
температуры и продолжительности процесса содержание экстрактивных веществ увеличивается и максимальное их 
количество составляет: для мяты перечной – 240 мг/г, для ромашки аптечной – 160 мг/г. Такое содержание экстрак- 
тивных веществ в варьируемом диапазоне факторов обеспечивается при следующих условиях: для ромашки аптеч- 
ной соотношение сырья : 1,2-монопропиленгликоль – 1 : 10, температура – 56 °С, продолжительность экстракции –  
50 мин; для мяты перечной 1 : 10, 60 °С, 50 мин соответственно.

Ключевые слова: ромашка аптечная, мята перечная, 1,2-пропиленгликоль, экстрактивные вещества, экстракция, 
уравнение регрессии, поверхность отклика.
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THE EFFECT OF EXTRACTION CONDITIONS ON THE EFFICIENCY OF EXTRACTIVES’ RECOVERY 
FROM MATRICARIA CHAMOMILLA AND MENTHA × PIPERITA

The effect of the parameters for extraction process of chamomile and peppermint with 1,2-propylene glycol upon the ef-
ficiency of extracting has been studied. Dependencies upon the temperature, the process duration and the extractant – ex-
tractive ratio upon the content of extractives in the extracts have been studied. It has been established that with decreasing the 
ratio of raw materials to solvent, and increasing the temperature and the duration of the process, the content of extractives in-
creases reaching the maximum at 240 mg/g for peppermint and 160 mg/g for chamomile. This content of extractive substanc-
es is provided under the following conditions: for chamomile – ratio of raw materials: 1,2-monopropylene glycol – 1: 10, tem-
perature – 56 °C, extraction time – 50 min; For peppermint: 1: 10, 60 °C, 50 min respectively.

Keywoods: сhamomile, peppermint, 1,2-propylene glycol, extraction, extractives, regression equation, response surface.

Введение. Несмотря на широкое применение в медицине, фармацевтике, косметике новых 
веществ, получаемых органическим синтезом, актуальным является использование натуральных 
компонентов, извлекаемых из растительного сырья. 

В настоящее время препараты и биологически активные добавки на основе растительного 
сырья широко применяются во многих странах. Это обусловлено содержанием в них комплекса 
различных веществ, которые трудно синтезировать. Экстракты растительного сырья находят ши- 
рокое применение при изготовлении косметических, профилактических и лечебных средств [1, 2].

Анализ тенденций развития рынка туалетного мыла показал, что одним из наиболее пер- 
спективных видов продукции являются высококачественные мыла, обладающие косметичес- 
кими смягчающими, антиаллергенными, ранозаживляющими, защитными и другими улучшен- 
ными потребительскими свойствами [3, 4]. Приоритетное направление получения таких видов 
мыла – это введение в его основу растительных экстрактов, содержащих натуральные биологи- 
чески активные вещества. Поэтому разработка эффективных способов их извлечения из расти- 
тельного сырья с целью последующего применения, в том числе для получения специальных 
видов туалетного мыла, является актуальной задачей. 
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В настоящее время для извлечения биологически активных веществ из растительного сырья 
применяют различные способы экстракции (экстракция с использованием воды и водяного пара, 
органических растворителей, а также турбо-экстракция с применением электромагнитных 
разрядов, высокочастотной и сверхвысокочастотной обработки, ультразвука, сверхкритическая 
флюидная экстракция и др.) [5, 6]. На практике наиболее широко используются традиционные 
способы экстракции, основанные на применении различных растворителей – воды, органических 
растворителей и их водных растворов, масел. Одним из экстрагентов для извлечения комплекса 
биологически активных веществ, обладающим повышенной устойчивостью к микробиологиче- 
скому загрязнению, к консервации готовой продукции и являющимся эффективным умягчителем 
кожи, является 1,2-пропиленгликоль [7, 8], что обусловливает перспективность использования 
пропиленгликолевых экстрактов для получения косметического туалетного мыла [9].

Цель данной работы – изучить влияние параметров процесса экстракции ромашки аптечной 
и мяты перечной 1,2-пропиленгликолем на степень извлечения экстрактивных веществ.

Экспериментальная часть. Для большинства видов эфиромасличного сырья характерно 
невысокое содержание эфирных масел и других биологически активных компонентов. Нами 
исследован процесс и определены условия получения 1,2-пропиленгликолевых экстрактов 
ромашки аптечной и мяты перечной. Ромашка аптечная и мята перечная произрастают в раз- 
личных странах, в том числе в Республике Беларусь, и обладают широким спектром полезных 
свойств. 

Влияние параметров экстракции ромашки аптечной и мяты перечной 1,2-пропиленгликолем 
на степень извлечения экстрактивных веществ (ЭВ) из сырья исследовали с использованием 
ортогонального композиционного плана 2-го порядка. Известно [10], что в наибольшей степени 
на эффективность извлечения экстрактивных веществ органическими растворителями влияют 
температура процесса, продолжительность экстракции и соотношение сырья и экстрагента. 
Поэтому в качестве управляемых независимых переменных выбраны температура (Х1), продол-
жительность (Х2) и соотношение экстрагируемого сырья и растворителя (Х3). Диапазоны варьи-
рования факторов приведены в табл. 1. 

Таблица 1. Уровни факторов и интервалы их варьирования

Table 1. Levels of factors and their variation intervals

Уровень фактора Х1, °С Х2, мин Х3, мас.%

Нулевой уровень 40 30 1 : 15
Интервал варьирования 20 20 1 : 5

–1 20 10 1 : 10
+1 60 50 1 : 20

Для экстракции использовали измельченное сырье размером частиц 1–2 мм. Полученные 
1,2-пропиленгликолевые экстракты ромашки аптечной и мяты перечной подвергали переэкст- 
ракции диэтиловым эфиром. Диэтиловый эфир затем отгоняли, а остаток экстрактивных веществ 
высушивали до постоянной массы и определяли их количественное содержание в экстрактах. 

Влияние параметров процесса на эффективность извлечения ЭВ оценивали по их содержанию 
в экстракте ромашки аптечной (Y1) и мяты перечной (Y2), мг/г. Матрица планирования и результаты 
экспериментов приведены в табл. 2.

В результате статистической обработки результатов эксперимента были получены уравнения 
регрессии, адекватно описывающие зависимость содержания экстрактивных веществ в экстракте 
ромашки аптечной (Y1) и мяты перечной (Y2) от режимных параметров процесса экстракции: 

Y1 = 111,44 + 19,40Х1 + 26,30Х2 + 19,00Х3 + 0,63Х1Х2 + 9,37Х1Х3 + 
+ 7,38Х2Х 3 – 19,94Х1

2 – 8,44Х2
2 – 11,94Х 3

2,

Y2 = 125,94 + 40,20Х 1 + 37,70Х2 + 23,40Х3 + 22,88Х1Х2 + 16,13Х1Х3 +
+ 4,38Х2Х3 – 24,44Х1

2 – 19,94Х2
2 – 2,44Х3

2.
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Таблица 2. Матрица планирования и результаты экспериментов

Table 2. Planning matrix and results of experiments

Номер  
опыта

Факторы процесса Содержание ЭВ в экстракте (Y), мг/г

в кодированном виде в натуральном виде
ромашки мяты

Х1 Х2 Х 3 Х1, °С Х2, мин Х3, мас.%

1 +1 –1 +1 60 10 1:20 78 91
2 +1 +1 +1 60 50 1:20 145 211
3 +1 +1 –1 60 50 1:10 76 142
4 +1 –1 –1 60 10 1:10 47 33
5 –1 –1 +1 20 10 1:20 34 21
6 –1 +1 +1 20 50 1:20 90 56
7 –1 +1 –1 20 50 1:10 67 45
8 –1 –1 –1 20 10 1:10 32 34
9 0 0 –1 40 30 1:10 67 69
10 +1 0 0 60 30 1:15 127 142
11 0 –1 0 40 10 1:15 65 55
12 0 +1 0 40 50 1:15 141 157
13 0 0 +1 40 30 1:20 132 178
14 –1 0 0 20 30 1:15 56 61

Контурные графики поверхностей отклика зависимостей влияния температуры (Х1), продолжительности (Х2)  
и соотношение экстрагируемого сырья и растворителя (Х3) на выход экстрактивных веществ  

из ромашки аптечной (а) и мяты перечной (б)

Contour graphics of the dependency response surfaces for temperature (Х1), duration (Х2) and the ratio of extracted  
raw material and solvent (Х3) upon the yield of extractives from chamomile (а) and peppermint (б)
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Анализ построенных по уравнениям поверхностей отклика и их контурных графиков (рису-
нок) позволил оценить влияние параметров процесса экстракции ромашки аптечной и мяты пе-
речной 1,2-пропиленгликолем на эффективность извлечения экстрактивных веществ.

Как видно из рисунка, характер зависимостей влияния факторов в заданном диапазоне их 
варьирования на содержание ЭВ в экстрактах ромашки аптечной и мяты перечной в виде по- 
верхностей отклика уравнений регрессии и их контурных графиков практически идентичен.

На основании их анализа установлено, что при продолжительности процесса экстракции 40–
50 мин при соотношении сырья и экстрагента 1 : 10 поверхность отклика проходит через макси-
мум, соответствующий наибольшему выходу ЭВ при температуре 52–56 °С для ромашки аптеч- 
ной и 58–60 °С для мяты перечной. Дальнейшее увеличение температуры и продолжительности 
экстракции нецелесообразно вследствие негативного воздействия на термолабильные биологи- 
чески активные компоненты. Наибольшее содержание экстрактивных веществ в экстрактах ро- 
машки аптечной и мяты перечной достигается при температуре 50–60 °С, продолжительности 
45–50 мин и соотношении экстрагируемое сырье : экстрагент 1 : 10.

Заключение. Исследован процесс экстракции ромашки аптечной и мяты перечной 1,2-моно- 
пропиленгликолем и получены зависимости, которые описывают влияние основных технологи- 
ческих факторов (температура экстракции, продолжительность процесса и соотношение экстра- 
гируемого материала и растворителя) на эффективность извлечения экстрактивных веществ. 
Установлено, что при уменьшении соотношения сырья и растворителя, повышении температуры 
и продолжительности процесса количество экстрактивных веществ увеличивается и максималь- 
но составляет: для мяты перечной – 240 мг/г, для ромашки аптечной – 160 мг/г. Такое содержание 
экстрактивных веществ в варьируемом диапазоне факторов обеспечивается при следующих 
условиях: для ромашки аптечной – соотношение сырья : 1,2-монопропиленгликоль – 1 : 10, 
температура – 56 °С, продолжительность экстракции – 50 мин; для мяты перечной – 1 : 10, 60 °С, 
50 мин соответственно.
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ФАГОВЫЙ ДИСПЛЕЙ В КОНСТРУИРОВАНИИ АНТИТЕЛ  
С ЗАДАННЫМИ СВОЙСТВАМИ

Уникальная особенность моноклональных антител высокоспецифично взаимодействовать с молекулярными 
мишенями позволила им занять ведущее положение в терапии онкологических и аутоиммунных заболеваний, стать 
незаменимым инструментом протеомных исследований и компонентом диагностических систем. Представлен обзор 
новейших литературных данных по использованию метода фагового дисплея для получения рекомбинантных 
антител, которые другими методами получить невозможно, а также собственные оригинальные результаты в этой 
области. На основании бионформационного анализа структур депонированных комплексов антител с антигенами 
нами создана комбинаторная библиотеки Fab фрагментов антител человека, обладающая разнообразием более 1010 
независимых клонов и способная служить источником рекомбинантных антител. С использованием негативной 
селекции нами получены и характеризованы высокоспецифичные однодоменные антитела к альдостерон-синтазе 
(цитохром Р45011В2, CYP11B2), не обладающие в ИФА кросс-реактивностью с ее гомологом CYP11B1 (93% иден- 
тичности последовательностей), а также антитела к таким высокомолекулярным мишеням, как эритропоэтин, 
соматотропный гормон и тиреопероксидаза человека. 

Ключевые слова: рекомбинантные антитела, фаговый дисплей, молекулярное клонирование, цитохромы P450.
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PHAGE DISPLAY IN ENGINEERING OF ANTIBODIES WITH DESIRED PROPERTIES

Antibodies are an essential tool being a part of immunodiagnostics, therapeutics and life science research instruments.  
In this paper we analyze the recent developments in recombinant antibodies generation by means of phage display technology. 
We also provide our own results dedicated to antibodies development process. Analysis of antibody-antigen complexes with 
resolved structures allow to create synthetic phage display library of Fab antibody fragments with the diversity of 1010 inde-
pendent clones. Utilizing a negative selection approach, we succeeded in generation and characterization of specific sin-
gle-domain antibodies that has substantially different binding kinetics to CYP11B2 and CYP11B1 isoenzymes – proteins with 
93% sequence identity. We also generated specific binders to a few high-molecular weight human antigens – erytropoetin, 
growth hormone and thyroperoxidase.

Keywords: recombinant antibodies, phage display, molecular cloning, cytochromes P450.

Введение. Начиная с середины 1990-х годов фармацевтический рынок претерпевает глобаль-
ные изменения, связанные со смещением интереса производителей от синтеза низкомолекуляр-
ных субстанций к биотехнологическому производству биофармацевтических препаратов. По 
прогнозам аналитиков уже к 2050 г. более 75% фармацевтического рынка будет представлено 
биофармпрепаратами. В частности, особый интерес представляют препараты на основе моно-
клональных антител.

Ключевая особенность антител специфично взаимодействовать с разнообразными молеку- 
лярными мишенями позволила им занять ведущее положение в терапии различных заболеваний, 
в особенности онкологических и аутоиммунных, а также стать незаменимым инструментом 
протеомных исследований и компонентом диагностических систем [1–3]. Большинство диагно-
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стических систем, применяемых в клинической диагностике, основаны на принципе аффинного 
узнавания антигена соответствующими антителами. На сегодняшний день уже более 65 препа-
ратов терапевтических антител одобрено FDA к применению, еще сотни проходят клинические 
испытания (таблица) [3]. Ожидается, что в 2017 г. общий объем продаж этих препаратов составит 
более 90 млрд дол. США [4]. В рамках проекта Human Proteome Atlas получены и валидированы 
антитела практически ко всем белкам протеома человека [5, 6]

Такие успехи были бы невозможны без развития молекулярно-генетических методов, по- 
зволяющих получать рекомбинантные антитела и их фрагменты с заданными свойствами. На- 
иболее эффективной из таких технологий является фаговый дисплей, который позволяет полу- 
чать в кратчайшие сроки (от двух недель) антитела с заданными свойствами практически к любым 
низко- и высокомолекулярным мишеням, включая токсичные и неиммуногенные антигены. 

Основные, одобренные к применению FDA, препараты терапевтических антител

Some FDA approved thevapeutic antibodies

Область  
использования Год Производитель Действующее вещество  

(торговое название) Мишень Формат антитела

Трансплантология 1986 Ortho Biotech
(J&J)

Muromonab-CD3 
(Orthoclone OKT3®) CD3 IgG2a мыши

1997 PDL/Roche Daclizumab (Zenapax®) CD25 IgG1 гуманизированное
1998 Novartis Basiliximab (Simulect®) CD25 IgG1 гуманизированное

Онкология 1997 Biogen/
Genentech Rituximab (Rituxan®) CD20 IgG1 гуманизированное

1998 Genentech Trastuzumab (Herceptin®) HER2 IgG1 гуманизированное
2003 Corixa 131I-tositumomab 

(Bexxar®) CD20 Конъюгат IgG1 мыши  
с изтопом йода-131

2014 Merck Pembrolizumab 
(Keytruda®) PD-1 IgG1 гуманизированное

2016 Genentech/Roche Atezolizumab 
(Tecentriq®) PD-L1 IgG1 гуманизированное

Диагностика 1996 Cytogen 111In-capromab pendetide 
(Prostascint®) PSMA Конъюгат с изотопом 

индия-111
1999 Immunomedics 99mTc –arcitumomab  

(CEA-Scan®) CEA Конъюгат с изотопом 
технеция-99

Аутоиммуные 
заболевания

2003 CAT, Abbott Adalimumab (Humira®) TNFα IgG1 человека
2008 UCB/

Schwartz
Certolizumab pegol 

(Cimzia®) TNFα Пегилированные гума-
низированные Fab

2004 Genentech Omalizumab (Xolair®) IgE IgG1 гуманизированное
2003 Genentech/Merck Efalizumab (Raptiva®) LFA-1 IgG1 гуманизированное
2016 TEVA 

Respiratory
Reslizumab 
(Cinqair®) IL-5 IgG1 гуманизированное

Сердечно-сосуди- 
стые заболевания

1994 Centocor/Lilly Abciximab (ReoPro®) Комлекс гликопро-
теинов IIB-IIIA Fab химерный IgG1

Инфекционные 
заболевания

2016 Merck Bezlotoxumab (Zinplava®) токсин TcdB 
Clostridium difficile IgG1 человека 

Офтальмология 2015 Genentech/
Novartis Lucentis® (Ranibizumab) VEGF-A Fab-гуманизированные

Форматы рекомбинантных антител. Развитие рекомбинантных технологий позволяет созда- 
вать огромное разнообразие антител и их фрагментов даже тех, которые не встречаются в при- 
роде. Модульная структура иммуноглобулинов позволяет в зависимости от поставленных задач 
и целей исследования реализовывать набор функций, связанных с конкретным доменом, изо- 
лируя его или комбинируя с другими модулями (рис. 1). 

Молекула иммуноглобулина условно может быть разделена на две функциональные субъеди- 
ницы – Fab (fragment antigen binding – антигенсвязывающий фрагмент) и Fc (fragment crystallizable 
region – кристаллизующегося фрагмента антитела) фрагменты. Fс фрагмент состоит из двух пар 
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константных доменов (CH2 и CH3) и отвечает за взаимодействие с клеточными рецепторами при 
активации иммунного ответа, а также с белками системы комплемента. Fab фрагмент участвует 
в распознавании антигена и состоит из одного вариабельного участка (VL и VH) и одного 
константного (CL и CH1). Между собой отдельные полипептидные цепи связаны дисульфидными 
связями и нековалентными взаимодействиями [7]. Кроме того, на уровне CH2 участка молекула 
гликозилирована.

Первыми укороченными антителами стали Fab фрагменты антител, полученные удалением 
Fc фрагмента иммуноглобулинов класса G с помощью протеолитических ферментов [8]. Полу- 
ченные фрагменты сохраняют структурную стабильность в растворе и антигенсвязывающие 
свойства исходных антител. Кроме того, почти втрое меньший по сравнению с полноформатным 
антителом размер мономерного Fab фрагмента обеспечивает лучшее проникновение в клетки 
при терапевтическом применении. Примером применения подобных вариантов антител является 
Lucentis® (Ranibizumab) – препарат для лечения возрастной дегенерации сетчатки глаза, который 
получают в виде рекомбинантных Fab фрагментов в бактериальной системе E. coli [9]. 

По настоящему широкое распространение модифицированные форматы антител получили  
с развитием методов генетической инженерии. Одноцепочечные вариабельные фрагменты анти- 
тел, scFv (single chain variable fragments – одноцепочечные вариабельные фрагменты) представ- 
ляют собой VH и VL домены, ковалентно связанные гибким пептидным линкером, в роли кото- 
рого наиболее часто выступает аминокислотная последовательность (GGGGS)3 [10]. Вследствие 
малого размера (28 кДа) и отсутствия Fc домена, scFv антитела обладают относительно высокой 
проникающей способностью и малым временем полувыведения из организма, что в случае их 
терапевтического использования в виде радиоиммуноконьюгатов или иммунотоксинов является 
определенным преимуществом [11]. Самостоятельно scFv фрагменты не способны активировать 
систему комплемента, а также вызывать антителозависимую клеточную цитотоксичность. При 
этом отказ от использования двух фундаментальных систем защиты организма от инородных 
клеток и злокачественных образований в большинстве случаев является нежелательным эффек-
том с точки зрения терапевтического применения, поэтому чаще всего узнающий модуль пер- 
cпективных кандидатов получают в формате полноразмерных антител либо в виде сшитых бел- 
ковых комплексов.

Методы генетической инженерии позволяют получать сшитые белковые комплексы антител 
как для исследовательских нужд – визуализация, повышение уровня экспрессии, так и для 

Рис. 1. Рекомбинантные антитела, их фрагменты и конъюгаты

Fig. 1. Recombinant antibody fragments and conjugates
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терапии и диагностики – расширение эффекторных функций и системы детекции. Например, 
цитокин – интерлейкин-2 – активирует антителозависимую клеточную цитотоксичность (АЗКЦ), 
положительно сказываясь на терапевтическом эффекте моноклональных антител [12]. Совмест- 
ное применение этих препаратов осложняется побочными эффектами высоких доз интерлей- 
кина-2 и необходимостью его использования в высоких концентрациях [13]. Антитела с такими 
иммуностимуляторными цитокинами, как интерлейкин-2, интерлейкин-12, ГМ-КСФ (гранулоци- 
тарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор), могут быть получены в виде сшитых 
белковых комплексов, что повышает их локальную концентрацию в микроокружении опухоле- 
вых клеток, снижая системные побочные эффекты [14, 15]. 

Визуализация антител с помощью сшитых белковых комплексов находит применение как  
в прикладных задачах (иммуногистохимия), так и в научных исследованиях для создания новых 
антигенузнающих модулей и оптимизации процесса их получения [16]. 

С целью оптимизации и визуализации процесса экспрессии рекомбинантных антител нами 
сконструирован новый сшитый белковый комплекс Fab и scFv фрагментов антител с гемопро- 
теидом – цитохромом b5, который, благодаря характеристическому спектру поглощения, позво-
ляет детектировать процесс выделения и очистки антител, измерять их концентрацию спектро-
фотометрически в сложных смесях, а также оценивать значение окислительно-восстановитель-
ного потенциала их окружения (рис. 2) [17]. 

Комплекс Fab и scFv сохраняет антигенсвязывающую активность антитела, спектральные 
характеристики гемопротеина, а также характеризуется троекратным увеличением выхода реко- 
мбинантного белка по сравнению с не сшитыми с цитохромом b5 рекомбинантными антите- 
лами [17].

Наименьшим фрагментом, способным связывать антигены на сегодняшний день, являются 
однодоменные антитела, в которых узнающий модуль представляет собой одиночный домен 
тяжелой цепи VH, который, несмотря на отсутствие легкой цепи, сохраняет способность 
аффинно и специфично связывать низко- и высокомолекулярные антигены. Впервые однодомен- 
ные антитела были получены из иммуноглобулинов класса млекопитающих рода Camelidae,  
в сыворотке крови которых были обнаружены иммуноглобулиноподобные молекулы с отсут-
ствующей легкой цепью [18]. Кроме этого, однодоменные антитела VNAR (Variable New Antigen 
Receptor – новый вариабельный антигенный рецептор) найдены у многих хрящевых рыб, таких 
как акулы. Они существенно отличаются по свойствам и структуре как от вариабельных доменов 
антител человека, так и от однодоменных антител ламы, в первую очередь более длинными анти- 
генсвязывающими петлями, стабилизированными большим количеством дисульфидных связей [19]. 

 На сегодняшний день существуют технологии получения однодоменных антител человека  
с применением технологии фагового дисплея, когда протяженные гидрофобные участки VH домена, 

Рис. 2. Молекулярная модель scFv-b5 сшитого белка (а); разностный спектр поглощения –  
окисленный/восстановленный scFv-b5 (б)

Fig. 2. Model of the fusion protein built using in silico analyses (а); difference absorption spectrum  
(oxidized/reduced) of purified scFv-b5 (б)
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участвующие в природных антителах в связывании VL домена, заменяются на гидрофильные 
участки, гомологичные соответствующим областям VH домена антител ламы [20]. Более простая 
структура по сравнению с scFv фрагментами обеспечивает большую стабильность однодоменных 
антител, что, несомненно, является значительным преимуществом практически во всех областях 
их использования, а меньший размер (15 кДа) позволяет расширить область их терапевтического 
применения за счет большей проникающей способности данного антитела в клетку. В связи  
с этим сразу несколько терапевтических препаратов на основе однодоменных антител в насто- 
ящее время проходят доклинические и клинические испытания [21–24]. В исследованиях и ди- 
агностике большие надежды возлагаются на коньюгаты однодоменных антител с наночастицами, 
например с квантовыми точками для in vivo визуализации и терапии опухолевых заболеваний – 
тераностики [25, 26]. 

Известно значительное количество альтернативных антигенсвязывающих молекул неимму- 
ноглобулиновой природы, которые охватывают различные белковые семейства и варианты укла- 
док цепей – фибронектиновый домен, липокалин, белок А, анкириновые повторы, PDZ-домены 
[27–29]. Отбор аффинных вариантов осуществляется дисплейными методами, например исполь- 
зуя комбинаторные фаговые библиотеки. Потенциально альтернативные каркасные белки могут 
расширить терапевтическую применимость антител и их фрагментов за счет малого размера  
и высокой стабильности в редокс-активном внутриклеточном окружении в случае связывания 
внутриклеточных мишеней. В данный момент проходят клинические испытания реагенты для 
in vivo диагностики и визуализации опухолевых заболеваний [30]. 

Технологии получения. Главным фактором, сдерживающим широкое использование анти- 
тел в терапии и диагностике, долгое время являлась невозможность получения продуцирующих 
индивидуальные антитела клеточных линий, способных расти в культуре продолжительное 
время. Это затруднение было решено Жоржем Кёлером и Сезаром Мильштейном в 1975 г.  
в предложенной ими гибридомной технологии, отмеченной Нобелевской премией по физиологии 
в 1984 г. [31]. 

Основная идея гибридомной технологии заключается в слиянии B-лимфоцитов, продуциру- 
ющих антитела, с миеломными клетками, обладающими способностью к неограниченному деле- 
нию с последующим отбором на селективной среде гибридных клеток – гибридом. Полученные 
гибридомы наследуют способность синтезировать моноклональные антитела от B-лимфоцитов 
и неограниченно делиться от миеломных клеток. Гибридомная технология совершила прорыв  
в иммунологической индустрии, благодаря ей возникли совершенно новые средства диагностики, 
новые способы изучения многих заболеваний, а также средства для их терапии. 

Технология рекомбинантных ДНК расширила возможности гибридомной технологии, сделав 
возможным клонирование генов, кодирующих легкую и тяжелую цепи антител, продуцируемых 
гибридомами [32, 33]. Это позволяет получать фрагменты антител в бактериальной системе  
E. coli и изменять такие свойства антител, как аффинность и авидность, число и специфичность 
паратопов, состав доменов, подвижность молекулы, молекулярную массу, изоэлектрическую 
точку и потенциальную иммуногенность [34, 35].

Высокая степень гетерогенности нуклеотидных последовательностей, кодирующих иммуно- 
глобулины, обуславливаемая их биологической функцией и механизмом генерации, зачастую 
осложняет задачу их клонирования, когда исследователю неизвестна точная последовательность 
фланкирующей области гена интереса [11]. Существует ряд подходов к клонированию генов, 
кодирующих иммуноглобулины, однако в ряде случаев вследствие соматических мутаций в FRI 
регионе вариабельных генов их амплификация со стандартными олигонуклеотидными прайме- 
рами становится невозможной [36]. 

Нами проведено множественное выравнивание всех имеющихся в базе данных IMGT 
(International ImMunoGeneTics information system – www.imgt.org) нуклеотидных последователь-
ностей тяжелых и легких цепей иммуноглобулинов мыши и на основании анализа этих данных 
сконструированы олигонуклеотидные праймеры для амплификации высоковариабельных генов 
иммуноглобулинов мыши, комплементарных не менее чем на 94% известным нуклеотидным 
последовательностям. Это позволило с высокой эффективностью провести клонирование антител 
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к кортизолу и тиреопероксидазе человека – ТПО (КФ 1.11.1.8) и получить in vivo биотинилиро- 
ванные Fab и scFv фрагменты этих антител [37]. Рекомбинантные Fab и scFv фрагменты антител 
к кортизолу не отличаются по аффинности и специфичности от полноразмерных родительских, 
в то время как Fab и scFv к ТПО обладают, к сожалению, чрезвычайно низкой стабильностью, 
что ограничивает их использование в иммунохимических системах без дополнительных моди- 
фикаций. Это свидетельствует о том, что не всегда возможно манипулировать модульной струк-
турой полноразмерных антител без ущерба для их физико-химических свойств. 

На сегодняшний день созданы гибридомные линии, продуцирующие антитела к широкому 
кругу мишеней. Технология разработана и описана достаточно полно и получение аффинных 
антител практически к любым высоко- и низкомолекулярным мишеням стало рутинной 
процедурой [38]. Несмотря на это, иммунизация лабораторных животных требует значительных 
временных затрат и зачастую не позволяет получать антитела к неиммуногенным или токсичным 
мишеням. Серьезным ограничением терапевтического применения моноклональных антител, 
полученных по этой технологии, является их иммуногенность для человека. Ввиду детерминиро- 
ванности условий отбора B-лимфоцитов в ходе иммунизации отсутствует возможность осущест- 
влять селективное давление на этот процесс – получение антител с заданной кросс-специфич- 
ностью, антител к определенным конформационным эпитопам белков, к нативным белковым 
комплексам становится трудновыполнимой задачей. 

Ведущей технологией получения рекомбинантных антител на сегодняшний день являются 
дисплейные методы, в частности метод фагового дисплея [39]. В процессе селекции антител 
методами фагового дисплея отбор аффинных вариантов проходит in vitro, что позволяет контро-
лировать такие параметры процесса, как значения pH, ионной силы, наличие детергентов  
и хаотропных агентов, время и температуру инкубации, осуществлять негативную селекцию [40]. 
Это позволяет значительно ускорять процесс генерации антигенсвязывающего клона и получать 
антитела заданной эпитопной специфичности и кросс-реактивности практически к любым мише- 
ням без участия лабораторных животных [41]. 

Фаговый дисплей как универсальный инструмент поиска аффинных молекул с задан- 
ными характеристиками. Наиболее полно разработанным дисплейным методом является метод 
фагового дисплея, совмещающий в себе in vitro и in vivo стадии отбора наиболее аффинных 
вариантов антител. Основой методологии фагового дисплея послужили эксперименты Г. Смита 
в 1985 г., в ходе которых короткие фрагменты эндонуклеазы рестрикции EcoRI были экспрес- 
сированы на поверхности капсида нитчатого бактериофага М13 вместе с другими белками 
оболочки вирусной частицы [39]. Это стало возможным вследствие встраивания гена, кодирую-
щего этот фрагмент, в геном бактериофага в единую рамку считывания с белком g3p оболочки 
фага М13.

Таким образом была достигнута связь между «фенотипом» – экспонированным на поверх- 
ности фаговой частицы полипептидом и «генотипом» – геном, кодирующим его структуру. Эта 
связь является фундаментальной основой метода фагового дисплея – отбор генетических вари- 
антов полипептидов по свойствам транслируемых белков [42].

Вместо того чтобы экспрессировать и анализировать различные генетически сконструиро- 
ванные варианты рекомбинантных антител, появляется возможность одновременно анализиро- 
вать пул фагов, содержащий до 1011 независимых фаговых частиц с различными вариантами 
антител на поверхности, которые могут быть сконструированы одновременно. Такие библиотеки 
позволяют легко отбирать фаговые частицы, на поверхности которых экспрессируется белок  
с наибольшей аффинностью и специфичностью по отношению к интересующему антигену. После 
каждого раунда селекции к антигену библиотека обогащается специфическими антителами.

После селекции наиболее аффинные и специфичные антитела могут быть легко сконверти- 
рованы в полноформатные антитела для наделения их эффекторными функциями или использо- 
ваны для создания химерных конструкций для научно-исследовательских, диагностических или 
терапевтических применений [43].

Для отбора из комбинаторных библиотек специфических антител проводят процедуру 
биопэнинга – аффинного обогащения библиотеки антителами, направленными к целевому 
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антигену. Для этого в одном из вариантов данной процедуры иммобилизованный антиген инку- 
бируют с фаговой библиотекой, затем не связавшиеся антитела удаляют, а связавшиеся элю- 
ируют и используют для инфицирования клеток. Наработанные в E. сoli бактериофаги выделяют 
и используют для следующего раунда биопэнинга (рис. 3). Обогащенную библиотеку использу-
ют для отбора индивидуальных антител, направленных к целевому антигену [44].

 Первым препаратом терапевтического антитела, полученным с помощью данной технологии, 
является Adalimumab (Humira®) – бестселлер фармацевтического рынка с ежегодным объемом 
продаж более 13 млрд дол. США, что стало наглядным подтверждением возможностей этой 
технологии. 

В зависимости от подхода, который лежит в основе создания разнообразия нуклеотидных 
последовательностей, и, как следствие, свойств экспонируемых антител все фаговые библиотеки 
можно разделить на натуральные, где разнообразные вариабельные фрагменты получены из 
сыворотки крови иммунизированных или неиммунизированных доноров и синтетические 
(комбинаторные), в которых разнообразие в вариабельные фрагменты антител вводится в ходе in 
vitro процедур чаще всего методами ПЦР и сайт-направленного мутагенеза [45]. К натуральным 
библиотекам относятся так называемые «иммунные» (immune) и «наивные» (naïve) библиотеки.

 Иммунные библиотеки создаются на основе мРНК периферических лимфоцитов доноров, 
иммунизированных каким-либо антигеном [46]. Вследствие уже прошедшего аффинного созре-
вания они обогащены антителами к антигену, которым была произведена иммунизация, что об-
легчает выделение высокоаффинных вариантов. Разнообразие подобных библиотек составляет 
105–107 клонов и этого в большинстве случаев достаточно для получения целевых антител [45]. 
К тому же незначительный размер библиотеки технически упрощает работу с ней. Основным 
недостатком использования иммунных библиотек является необходимость проведения процеду-
ры иммунизации и создания библиотеки каждый раз для различных антигенов. Кроме этого,  
с использованием иммунных библиотек невозможно получать антитела к токсичным и иммуно-
супрессорным антигенам, а также антигенам к аутоантигенам. В случае терапевтического инте-
реса к получаемым антителам требуется трудоемкая процедура гуманизации изолированных 
антител. Исключением является выделение антител с использованием доноров, имеющих ауто-
иммунные, онкологические и вирусные заболевания [47, 48].

«Наивные» библиотеки конструируются на основе мРНК периферических B-лимфоцитов 
группы неиммунизированных доноров, вследствие чего одна библиотека может служить источ-
ником антител к большому количеству антигенов [49]. Отпадает необходимость в процедуре им-
мунизации и становится возможным получение антител к токсичным и неиммуногенным мишеням. 

Рис. 3. Схема биопэнинга: 1 – инкубация библиотеки с иммобилизованной мишенью, 2 – отмывка низкоаффинных 
вариантов, 3 – амплификация высокоаффинных вариантов, 4 – инкубация вторичной амплифицированной 

библиотеки, 5 – анализ клонов, 6 – наработка антител

Fig. 3. Biopanning scheme (1 – phage display library incubation with immobilized antigen, 2 – poor binders washing,  
3 – strong binders amplification, 4 – enriched secondary library incubation, 5 – antibodies analysis,  

6 – antibodies expression and purification)
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Основным недостатком по сравнению с иммунными библиотеками является невысокая (чаще 
всего микромолярная) аффинность изолированных антител, что требует дополнительных проце-
дур in vitro аффинного созревания – создания вторичных библиотек и сайт-направленного мута-
генеза; зачастую возможны проблемы с экспрессией и стабильностью отобранных вариантов. 

Накопление данных о структуре иммуноглобулинов и их антигенсвязывающих участков по- 
зволили выяснить вклад отдельных пространственных структур и аминокислот в аффинное вза- 
имодействие. Эти знания позволяют конструировать синтетические (комбинаторные) библиотеки 
с заданными физико-химическими свойствами и искусственно введенным аминокислотным 
разнообразием [50]. Библиотеки такого вида имеют ряд существенных преимуществ. Использова- 
ние синтетических библиотек способно сильно расширить их разнообразие, так как снимаются 
ограничения, связанные с иммунным происхождением пула антител. Это теоретически позво- 
ляет отбирать высокоаффинные антитела (пико- и наномолярных аффиностей) к любым антиге- 
нам – консервативным белкам, неиммуногенным или токсичным веществам. Становится воз- 
можным получение антител, специфично распознающих различные посттрансляционные моди- 
фикации и конформации одного и того же белка. Единожды сконструированная синтетическая 
библиотека может служить источником антител к сотням различных антигенов, включая ауто- 
антигены, существенно сокращая временные и экономические затраты. Использование каркас- 
ных участков антител, обладающих низкой иммуногенностью и высокой стабильностью в раст- 
ворах, позволяет изолировать клоны антител, обладающие необходимыми для терапевтического 
применения физико-химическими и иммунобиологическими свойствами [51].

Существует несколько основных подходов к созданию подобных библиотек, в зависимости 
от чего выделяют полусинтетические и полностью синтетические библиотеки. 

Полусинтетические библиотеки конструируются на основании случайных комбинаций 
между хорошо экспрессирующимися и стабильными семействами VH и VL (такими как, напри- 
мер, VH-DP47, Vk-DPL3) с введенным в участки, опосредующие большинство взаимодействий  
с антигеном (CDR – complementary determining regions) дополнительным аминокислотным раз- 
нообразием. Таким образом, выбрав в качестве шаблона стабильное антитело необходимой видо- 
вой принадлежности – каркас, которое хорошо экспрессируется в клетках продуцента, и введя  
в его структуру заранее продуманное разнообразие последовательностей антигенсвязывающих 
областей, можно получить библиотеку антител с заданной структурой каркасного участка, но  
с различным сродством к разным антигенам. Последующие стадии селекции и при необходимости 
in vitro аффинного созревания делают рутинной операцию получения антител с наномолярной 
или даже пикомолярной аффинностью [52].

Ряд антител к широкому разнообразию мишеней (тиреопероксидаза, цитохромы P450, лакто- 
феррин, кортизол, эритропоэтин, соматотропный гормон) получен нами с использованием моно- 
каркасной синтетической библиотеки однодоменных антител. Суперпозиция структур этих 
антител (получены in silico методами молекулярного моделирования) показывает крайне высо- 
кую вариативность CDR3 петли, опосредующей большее количество взаимодействий с антиге- 
ном и рандомизированной по длине, и высокую стабильность каркаса (рис. 4, а). 

Кроме этого, разнообразие CDR3 покрывает до 80% поверхности паратопа (рис. 4, б). Все 
изолированные клоны к разным мишеням сохраняют более чем 85% идентичность первичной 
последовательности и третичной структуры, что обуславливает подобие физико-химических свойств 
этих антител и значительно упрощает работу с ними. 

В простейшем случае диверсификация осуществляется введением всего разнообразия ами- 
нокислотных остатков в CDR с помощью вырожденных кодонов NNK/NNS, которые покрывают 
все 20 основных аминокислот [53]. Данный способ диверсификации является наименее эффек- 
тивным – многие клоны антител склонны к агрегации и не способны эффективно связывать 
антигены в виду большого количества нехарактерных для CDR аминокислотных остатков, таких 
как цистеин, изолейцин, метионин. Тем не менее подобные библиотеки, как, например, Tomlinson 
I+J library, могут являться источником высокоаффинных и специфичных клонов антител для 
научных исследований [54, 55]. 
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Наиболее совершенным методом диверсификации является использование синтетических 
тринуклеотидов, что позволяет создавать библиотеки со строго контролируемым разнообразием 
аминокислотных остатков в каждой позиции и их соотношением, исключая присутствие таких 
аминокислот, как, например, цистеин и пролин в антигенсвязывающем сайте, и увеличивая 
количество ароматических и заряженных аминокислот, опосредующих большое количество 
взаимодействий [50]. 

В полностью синтетических библиотеках синтезируется ряд каркасных (FR – framework 
regions) участков, чередующихся с полностью рандомизированными CDR участками [56]. 
Наличие нескольких каркасных участков в совокупности с in silico сконструированными CDR 
участками позволяет одновременно покрыть все канонические классы антител и оптимизировать 
их структуру для достижения высокого уровня экспрессии в бактериальной системе и дисплея 
на поверхности бактериофагов. 

Для определения аминокислотного разнообразия CDR участков антител, прошедших все 
стадии аффинного созревания, нами были проанализированы структуры разрешенных комплек- 
сов антител с антигенами, входящими в базу данных RCSF PDB (http://www.rcsb.org/, дата до- 
ступа 01.07.2016). Из более чем 120 тысяч структур 2,5 тысячи составляют антитела и их фра- 
гменты. Наиболее представлены антитела в комплексе с белковыми молекулами (1112 депони- 
рованных структур) и пептидами (322). Антитела с низкомолекулярными веществами (176), 
углеводами (86) и нуклеиновыми кислотами (16) встречаются значительно реже.

После извлечения последовательностей CDR участков антител с помощью оригинального 
программного комплекса, написанного на языке Python, нами была определена общая частота 
включения различных аминокислотных участков в каждую из CDR петель (рис. 5).

Наиболее представлены в антигенсвязывающем участке аминокислотные остатки серина (S), 
тирозина (Y), глицина (G) и аспарагиновой кислоты (D). Возможно, тирозин и аспарагиновая 
кислота наилучшим образом подходят для реализации молекулярного узнавания [57], что  
и обуславливает селективное давление в ходе эволюции иммунной системы, которое привело  
к их преобладанию в данных регионах, а небольшие боковые цепи серина и глицина позволяют 
оптимальным образом разместить их в пространстве паратопа [58, 59].

На основании этой информации нами сконструирована синтетическая библиотека Fab фраг-
ментов антител с серин\тирозин разнообразием во всех CDR. В CDR-H3 и CDR-L3 как наиболее 
значимые с точки зрения взаимодействий с антигенами было введено дополнительное разно- 
образие, кроме этого они были рандомизированы по длине (от 4 до 17 аминокислотных остатков). 

Разнообразие (количество различных клонов антител в библиотеке) созданной библиотеки 
лимитируется эффективностью процесса переноса созданных синтетических генетических кон- 
струкций в клетки E. coli. Наиболее приемлемым на сегодняшний день является метод электро-

Рис. 4. Суперпозиция однодоменных антител, изолированных из библиотеки, созданной на основе одного каркаса: 
(а – вид сбоку, б – вид сверху, жёлтые петли – CDR1, синие – CDR2, красные – CDR3)

Fig. 4. Single-domain antibodies structures from single framework library, superposition  
(а – front view, б – side view, yellow loops – CDR1, blue loops – CDR2, red loops – CDR3)
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порации [60], эффективность которого на несколько порядков превышает эффективность хими-
ческих методов. Так как теоретическое разнообразие, вводимое нами в CDR петли Fab фрагмента, 
составляет порядка 1016 и значительно превышает достигнутую эффективность электропорации 
(1,2·1010 КОЕ\мкг ДНК), можно сделать вывод, что большинство вариантов антител присутст- 
вует в ней в единственном числе, а значит, разнообразие библиотеки составляет порядка 1010–1011, 
что в большинстве случаев достаточно для получения высокоаффинных клонов антител с задан-
ными свойствами. 

Такой подход позволил получить библиотеки, способные служить источником антител к со- 
тням антигенов, многие из них недоступны для натуральных библиотек. Преимущества, которые 
дает использование дисплейных методов для получения рекомбинантных антител с широким 
диапазоном свойств, позволили внедрить такие антитела в многочисленные диагностические 
системы [61]. 

Одним из современных направлений биоинженерии антител является создание узнающих 
модулей с pH-зависимым связыванием для терапевтического применения [62]. Моноклональные 
антитела к мембранным белкам взаимодействуют с мишенью только один раз и утилизируются 
в эндосомах, что уменьшает период их полувыведения и повышает требуемые дозировки препа- 
рата. Для создания антител c pH-зависимым связыванием сконструированы комбинаторные фаго-
вые библиотеки scFv фрагментов с увеличенным количеством остатков гистидина в антиген- 
связывающих петлях [63]. Гистидин (pKa~6,5) при физиологических значениях pH не имеет за-
ряда и потенциально способен опосредовать большое количество взаимодействий с антигеном 
(формирование водородных связей, π-π стэкинг, катион-π взаимодействия) [64]. В кислой среде 
эндосом боковая цепь гистидина приобретает положительный заряд и взаимодействие с антигеном 
нарушается, что приводит к высвобождению антител обратно в плазму, где может происходить 
новое взаимодействие с рецепторами или растворимыми антигенами [62]. 

Использование негативной селекции для получения специфических антител к высоко- 
гомологичным антигенам. Наиболее ценной особенностью применения дисплейных методов 
является возможность создания антител с заданными параметрами связывания – узнающих 
определенные конформационные состояния белков и способных их индуцировать, региоспеци- 
фические антитела к интересующим исследователя конформационным эпитопам, антитела, раз- 
личающие высокогомологичные белки, а также антитела, узнающие белок-белковые комплексы 
и стабилизирующие белок-белковые взаимодействия [65, 66]. Это становится возможным благо-
даря применению негативной или позитивной селекции, когда библиотека антител предвари-
тельно обедняется или соответственно обогащается клонами, способными связывать антигены 
заданной структуры.

Рис. 5. Частота включения различных аминокислотных остатков по CDR последовательностям тяжелой (1) и легкой 
(2) цепей иммуноглобулинов

Fig. 5. Amino Acids diversity in CDR sequences of heavy (1) and light (2) chains of immunoglobulins
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С использованием подхода негативной селекции нами изолирован ряд клонов однодоменных 
антител человека заданной специфичности. 

Цитохром P450 11B2 (альдестерон-синтаза) – CYP11B2 и цитохром P450 11B1 (стероид 11β-гид- 
роксилаза) – CYP11B1 – ключевые ферменты биосинтеза минералокортикоидов и кортикосте- 
роидов [67]. Эти изоферменты обладают 93% идентичностью аминокислотной последователь- 
ности, однако этих нескольких аминокислотных замен достаточно для существенных функци- 
ональных отличий между ферментами [68]. 

Высокая степень идентичности последовательностей CYP11B2 и CYP11B1 затрудняет полу- 
чение специфичных антител к конформационным эпитопам традиционной гибридомной техно- 
логией (рис. 6).

Относительные успехи были достигнуты только при использовании линейных синтетических 
пептидов в качестве иммуногена, однако изучение молекулярных механизмов различий в катали-
тической активности изоферментов требует наличия антител к конформационным эпитопам [69].

Для получения рекомбинантных антител нами использована комбинаторная фаговая библи- 
отека однодоменных антител человека. Разнообразие данной библиотеки составляет 1010 незави- 
симых клонов, что сопоставимо с разнообразием B-лимфоцитов в иммунной системе. Это позво- 
ляет рассчитывать на получение антител с микро- и наномолярной аффинностью к белкам  
в in vitro системе в заданных условиях [18]. Данная библиотека сконструирована путем 
рандомизации CDR антигенсвязывающих петель с каркасного участка V3-23/D47 VH фрагмента 
антитела человека [19]. Такие антитела имеют ряд преимуществ как перед полноразмерными 
антителами, так и Fab и scFv фрагментами антител: малый размер (14 кДа), высокая термическая 
стабильность (сохраняют антигенсвязывающие свойства после нескольких циклов тепловой 
денатурации), высокий уровень экспрессии в бактериальной системе E. coli, возможность связы-
вания антителами скрытых эпитопов и полостей. 

С целью получения CYB11B2 специфических антител, не связывающих CYP11B1, нами был 
применен подход негативной селекции, заключающийся в предварительной инкубации библио- 
теки антител с иммобилизованным CYP11B1 для обеднения библиотеки клонами, обладающими 
нежелательной кросс-реактивностью. После четырех раундов биопэнинга 48 произвольно вы- 
бранных антител использовались для анализа связывания с CYP11B2 и CYP11B1 методом ИФА.

Рис. 6. Пространственная структура CYP11B2 (PDB ID: 4DVQ). Светло-серым цветом –  
укладка аминокислотной цепи, черным – аминокислотные остатки, отличающиеся от CYP11B1,  

темно-серым – гем и лиганд (11-дезоксикортикостерон)

Fig. 6. Spatial structure of CYP11B2 (PDB ID: 4DVQ). Light gray – laying of the amino acid chain, black –  
amino acid residues, different from CYP11B1, dark gray – heme and ligand (11-deoxy corticosterone)
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Согласно результатам ИФА, в пуле присутствуют как клоны антител, связывающие CYP11B1 
и не связывающие CYP11B2, так и клоны с преобладающей аффинностью к CYP11B2 (рис. 7). 

Анализ нуклеотидных последовательностей CDR-H3, определяющих уникальность клонов 
антител, показал существенное превалирование в фаговом пуле двух клонов, один из которых (G3) 
обладает необходимой антигенной специфичностью. Данное антитело было получено в бактери- 
альной системе в препаративных количествах для анализа кинетических параметров связывания 
с антигеном. 

Анализ кинетики взаимодействия с антигеном, проведенный с использованием метода био- 
слойной интерферометрии на биосенсоре Blitz ForteBio [70], показал, что однодоменные антитела, 
иммобилизованные на protein A сенсоре, связывают CYP11B2 и CYP11B1 с практически иден- 
тичным значением kon, однако отличатся по значению koff, что, вероятно, и обуславливает отсут-
ствие связывания в условиях проведения твердофазного иммуноферментного анализа (рис. 8, а)

 Одним из требований к получаемым антителам является специфичность к конкретному 
эпитопу – участку связывания с редокс-партнером адренодоксином (Adx). Для анализа влияния 
присутствия Adx на взаимодействие антитела с CYP11B2 иммобилизованные на protein A сен- 
соре антитела G3 помещали в растворы CYP11B2, содержащие различное молярное соотношение 
Adx к CYP11B2 (от 2:1 до 1:2). Из представленных на сенсограмме данных видно, что повышение 
концентрации Adx в растворе уменьшает количество CYP11B2 связывающегося на сенсоре, что 
свидетельствует о конкурентном ингибировании этого связывания (рис. 8, б). 

Рис. 7. Результаты ИФА скрининга клонов, полученных в результате селекции антител к CYB11B2  
c негативной селекцией на CYP11B1

Fig. 7. ELISA data of anti-CYP11B2/CYP11B1 antibodies negative selection

Рис. 8. Сенсограмма взаимодействия CYP11B2 и CYP11B1 с антителом G3, иммобилизованным на биосенсоре (а); 
взаимодействия CYP11B2 (1 нМ) с антителом G3 в присутствии различных концентраций адренодоксина  

(1 – 0 нМ; 2 – 0,5 нМ; 3 – 2 нМ) – (б)

Fig. 8. Sensogram of antibody G3 – CYP11B2/CYP11B1 interaction – (а); interaction of CYP11B2 (1 nM)  
and G3 antibody in the presence of adrenodoxin (1 – 0 nM; 2 – 0.5 nM; 3 – 2 nM) – (б)



 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2017, no. 2, pp. 93–110   105

Выводы. С применением дисплейных методов создание антител с аффинностью до 10–12 М 
становится обыденной процедурой. Значения аффинности могут значительно превосходить тако-
вые у антител, полученных с применением иммунизации, так как они ограничены ~10–10 М 
вследствие природного механизма активации B-лимфоцитов. 

Тщательный контроль условий скрининга и селекции в дисплейных методах позволяет от- 
бирать антитела специфичные к различным конформациям и эпитопам антигена, что находит 
применение в научно-исследовательских и диагностических целях. Перспективным представ- 
ляется использование, связанное со специфичным узнаванием белка с определенными посттранс- 
ляционными модификациями, единичными аминокислотными заменами или в определенном 
конформационном состоянии.

Привлекательной является возможность полного отказа от трудозатратной гибридомной 
технологии, когда с использованием фагового дисплея и методов генетической инженерии по- 
является возможность клонировать гены антител, используя образцы крови иммунизированных 
доноров. Синтетические библиотеки позволяют упростить и эту процедуру, используя в высоко- 
производительном скрининге всего лишь одну библиотеку для поиска аффинных вариантов 
антител. 

На сегодняшний день проходят клинические испытания более 60 препаратов терапевтических 
антител, полученных с помощью фагового дисплея, однако практически все узнающие модули 
были получены всего несколькими компаниями – MorphoSys, Dyax, Cambridge Antibody Tech- 
nology, имеющими в своем портфолио комбинаторные библиотеки антител, такие как Ylanthia®, 
HuCAL®, однако они коммерчески недоступны ни для академических институтов, ни для фар- 
мацевтических предприятий [51, 71, 72]. Это делает необходимым освоение данной технологии и 
конструирование собственных комбинаторных библиотек антител.

Значительный опыт работы в области белковой инженерии и биоинформатики позволил 
создать в Институте биоорганической химии НАН Беларуси ряд технологических платформ для 
получения рекомбинантных антител методами фагового дисплея. С использованием негативной 
селекции для удаления вариантов антител, обладающих нежелательной кросс-реактивностью, 
были получены аффинные антитела к ряду мишеней, имеющих прикладное значение – альдо- 
стерон-синтазе, эритропоэтину, соматотропному гормону, тиреопероксидазе человека.
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И ЦИТРАКОНОПИМАРОВОЙ КИСЛОТ

Представлен обобщающий и систематизирующий обзор данных по синтезу производных малеопимаровой 
кислоты (наиболее доступной дитерпеноидной кислоты, выделяемой из малеинизированной канифоли) – эфиров, 
амидов, имидов, имидоамидов, имидоэфиров, диимидокислот и др., а также кислород- и азотсодержащих производ- 
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выполненные в Институте химии новых материалов НАН Беларуси.
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Terpenes from wood resins (essential oils and rosins) constitute one of the valuable part of plant re-
sources and main source of terpene substances. In the last decades, the intensive studies were directed 
toward the development of new methods for valuable chemical products preparation from renewable raw 
materials and the individual substances that can be isolated or synthesized from rosin are of special in-
terest. The most promising approach to the preparation of individual diterpene derivatives is to modify 
rosin in particular by active dienophiles. The most available individual substance thus obtained is ma-
leopimaric acid (MPA), isolated from rosin-maleic anhydride adduct (RMA). This compound is used for 
the production of printing inks, alkyd resins, lubricants, paper sizing agent, and its derivatives show 
pronounced biological activity [1−5]. This review article mainly covers the literature data on preparation 
of new maleo- and citraconopimaric acid derivatives since 2000 year as well as work carried out in the 
Institute of Chemistry of New Materials NAS of Belarus.

1. The synthesis and application of maleopimaric acid and its derivatives. The MPA, 5 was first-
ly obtained independently by Arbuzov and Ruzicka et al. in 1932 in the course of studies of resin acids 
structure [6, 7]. Two main groups of methods have been proposed for the MPA synthesis. The first group 
consists of methods using reaction of levopimaric acid 4 (content up to 53% in wood resin [8]) and male-
ic anhydride at 30–80 ºC [9, 10]. The disadvantage of these methods is that abietic-type acids (abietic 1, 
neoabietic 2, palustric 3) except levopimaric acid 4 stay intact decreasing MPA yield. 

The second group of methods is based on reaction of abietic-type acids (abietic 1, neoabietic 2, pal-
ustric 3) of rosin with maleic anhydride at 90–200 ºC or MW-irradiation including the application of 
catalysts followed by isolation of MPA from mixture [11–13]. These methods are the most often used for 
individual MPA synthesis. 

© Bei M. P., Yuvchenko A. P. , Sokol O. V., 2017
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MPA is a tribasic acid anhydride, as a result its derivatives on carboxyl groups, in particular mono-, 
di-, tri- and polyesters are among the most important. MPA methyl ester was firstly obtained by treat-
ment of MPA with diazomethane [14] and monoethyl-, propyl- and butyl esters were prepared by reac-
tion of MPA with PCl3 followed by treatment with the correspondent alcohol [15]. The MPA vinyl ester 
was synthesized by reaction of MPA and vinyl acetate catalyzed by mercury salt [16]. MPA trimethy-
lester 6 was prepared by reaction of MPA and methyl alcohol in autoclave at the presence of molecular 
sieves (3Å) at 250 ºC for 4 h in 98% yield [17].

The treatment of MPA with 30% NaOH solution and subsequent acidification gave triacid 7. Reaction 
of the acid 7 with SOCl2 followed by the treatment with ethyl alcohol led to the regioselective formation 
of monoethyl ester 8 in 73% yield [18].

The MPA triglycidyl ester useful for polymer producing was prepared in two stages. Firstly the reac-
tion of MPA with epichlorohydrin in the presence of hexadecyltrimethylammonium bromide gave triol 
9, which was converted into triglycidyl ester 10 in 87% yield under the treatment with sodium hydroxide 
solution [19].

MPA triallyl ester 11 was synthesized by reaction of triacid 7 with allyl bromide in 91% yield and 
used for preparation of bio-based thermosetting resins [20].
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The mixture containing the isomeric MPA 2-ethoxyethyl esters 12 was prepared by reaction of tall 
rosin with 2-ethoxyethylmaleat and used as paper sizing agent [21].

MPA was used for the synthesis of acrylic esters. The esterification of MPA with ethylene glycol 
gave a mixture of diesters that on treatment with epichlorohydrin followed by reaction with acrylic or 
methacrylic acids in the presence of P(Ph)3 provided the mixture of acrylic esters 13 useful for corrosion 
protection of metals [22].

The MPA triacrylic ester 14 was prepared in two stages. MPA was converted into triacid 7, and 
subsequent treatment of the latter one with glycidyl methacrylate in the presence of tetraethylammonium 
bromide gave triester 14 useful for producing of methyl methacrylate and stirol copolymers [23].

RMA was esterified by trimethylol propane to give mixture containing polyol 15. Reaction of polyol 
15 successively with epichlorohydrin and methacrylic acid afforded polyacrilic ester 16. Thermal, me-
chanical and chemical performance of vinyl ester resins based on ester 16 as high performance coatings 
materials were found to be comparable to those of conventional petroleum based coating materials [24].

The perfluoroalkyl esters of MPA 17 were prepared by Diels-Alder reaction of rosin perflouroalkyl 
esters with maleic anhydride at 150–160 ºC under acidic catalysis [25]. The refluxing of MPA in the  
corresponding alcohol at the presence of sulfuric acid gave MPA perfluoroalkyl triesters 18 in 55–70% 
yield [26].
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Amide compounds from MPA were firstly synthesized by treatment of MPA vinyl ester with cyclo-
hexylamine [16]. It was found substituted MPA amides show pronounced hepatoprotective [27], antimi-
crobial [5] and fungicidal properties [28], and MPA based polyamides are suitable for applications  
as protective films, printing inks, thermo stable polymers [29–31].

MPA amides 20−27 with anti-inflammatory and antiulcer properties were synthesized by reaction  
of MPA chloride 19 with amino acids and imidazole. It was established that amide 24 prepared from 
L-leucine has the highest anti-inflammatory properties and show low toxicity [32].

Wang et al. synthesized antimicrobial polymers 31 based on MPA N-(2-N,N-dimethylethyl)imide 
and azide substituted poly(ε-caprolactone). MPA N-(2-N,N-dimethylethyl)imide after quaternization 
and esterification with propargyl alcohol was grafted on polymer by click-reaction with the use of CuI/
DBU as catalysts [33].

The MPA imide modified fluorosilicone resin 33 was prepared by heating of MPA and amine con-
taining fluorosilicone resin 32 at 150ºC for 4 h. This novel crosslinker was added into high temperature 
vulcanization rubber composition to prepare a series of MPA modified fluorosilicone rubbers with in-
creased mechanical properties [34, 35].
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The benzoxazine monomers 35, 36 were synthesized from MPA in two steps. The reaction of MPA 
and 4-aminophenol afforded MPA N-(4-hydroxy)phenyl imide 34 that on reaction with paraformalde-
hyde and aniline (or 4-aminobenzoic acid) gave benzoxazines 35, 36. The polybenzoxazines were pre-
pared by polymerization of compound 35, 36 and showed high thermal stability [36]. 

Reactions of MPA methyl ester 37 with 1-naphtylamine, 8-aminoquinoline, 5-aminoisoquinoline 
[37] and 2-methy-1-naphtylamine [38] in refluxing triethylamine in the presence of hexamethyldisilazane 
(HMDS) give MPA imides 38–41 as the mixture of atropisomers. It was found N-(2-methylnaphtyl-1)
imide of MPA methyl ester 41 has anti-proliferative properties and a significant difference in the level of 
cytotoxicity was observed between R- and S-conformers [38].

The bromomethylketone 43 was synthesized for the first time under Arndt–Eistert reaction condi-
tions via condensation of ester 37 and alanine. Treatment of ketone 43 with Me2S or Ph3P led to the for-
mation of methylsulfide 44 or to reduction into ketone 45, presumably due to the traces of water [39].

The allene 48 was synthesized from methyl maleopimarate 37 and γ-aminobutyric acid (GABA). 
Direct fusion or condensation of ester 37 with GABA gave the imide 46 in 52 or 72% yields, respective-
ly, which was converted into the corresponding acid chloride 47 by reaction with SOCl2 excess. 
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Treatment of chloride with Et3N and subsequent reaction with methyl(triphenylphosphoranylidene)ace-
tate provided the corresponding allenoate 48 in 66% yield [40].

New molecular glass compounds containing 2-diazo-1-naphthoquinone-4-sulfonyl group were de-
signed based on MPA. Reaction of MPA with hydroxylamine gave MPA N-hydroxyimide 49 in 70% 
yield that on esterification with 2-diazo-1-naphthoquinone-4-sulfonyl chloride provided N-hydroxy ma-
leopimarimide sulfonate 50. The carboxylic acid group of the acid 50 was then protected by the reaction 
with vinyl ether compounds (vinylethyl ether, cyclohexylvinyl ether, dihydropiran) to give the corre-
sponding esters 51–53. The novel one-component molecular glass resists 51–53 have potential to be-
come high-performance i-line photoresists [41].

Hess et al. showed that the ozonolysis of MPA in the presence of tetracyanoethylene (TCNE) and 
subsequent purification lead to isolation of known epoxide 54 in 20% yield and the ozonide 55 in 7% 
yield [42].

Reaction of the MPA methyl ester 37 and dimethyldioxirane (DMD) resulted in regioselective oxida-
tion of the bridging double bond to form the alcohol 56 [43]. 

Yao et al. established that reaction of MPA trimethyl ester 6 with PhMgBr proceeds at only one car-
boxyl group at r. t. to form lactone 57 that on treatment with Grignard reagent at 78ºC converts into alco-
hol 58 [44].
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Asymmetric synthesis has been one of the most important topics in organic chemistry over the past 
decades and terpenoid substances prepared from rosin are very accessible optical pure compounds that 
make them useful starting synthone for synthesis of chiral ligands.

Chiral bisphosphinic ligand 63, 67, 71 were synthesized from MPA [45]. Reduction of MPA meth-
yl ester 37 with LiAlH4 and protection of 1,4-diol moiety gave benzylidenedihydroxy derivative 59. 
Formation of benzylic ether and deprotection led to the diol 60 that was treated with phosphine chlo-
rides to give 1,4-bisphosphineoxides 61, 62. Treatment of diol with p-toluenesulfochloride gave dito-
sylate that on reaction with sodium diphenylphosphide afforded bisphosphine 63. Reaction of bisphos-
phine with di-μ-chloro-bis-(1,5-cyclodiene)dirhodium and NaBF4 in CH2Cl2 yields the cation Rh(I)-
complexes 64. 

The ligands 67, 71 and their Rh(I)-complexes 68, 72 were prepared from benzylic ether of abiethy-
nol 66 and diethyl fumaropimarate 69 in a similar manner [45].

The rhodium complexes 64, 68, 72 were used as catalysts for hydrogenation of substituted cinnamic 
acids 73, 74. It was found application of these catalysts provided hydrogenation to give amino acids 75, 
76 with up to 100% yield and 66% ee [45]. 
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Two chiral phosphorus derivatizing agents 77 and 79 were synthesized from MPA and it was estab-
lished these derivatives are well suited for the 31P NMR-based determination of enantiomeric excess  
of chiral alcohols and amines in solutions [46].

A series of chiral crown ethers 83a−o including 28-crown-8, 22-crown-6, 20-crown-6, 17-crown-5 
and 14-crown-3 bearing hydroxyl side group derivatives comprising of binaphthyl, naphthalene and ros-
in acid moieties in the crown ring was prepared based on MPA [47, 48]. 

These receptors 83a−o showed strong affinity and different complementarity for various amine 
salts, and exhibited excellent enantiodiscriminating abilities towards protonated primary amines and 
amino acid methyl ester salt isomers in chiral recognition [48].

To conclude this section it is worth noting that apart from individual MPA derivatives the esters of 
RMA with polyols (ethylene glycol, glycerol, pentaerythritol etc.) as well as RMA imides are widely 
used in industry for production of alkyd and epoxy resins, printing inks, polymers and copolymers, siz-
ing agents for paper making [3, 4]. 

2. Researches on diterpenoids at The Institute of Chemistry of New Materials of the National 
Academy of Sciences of Belarus. The new preparative methods for synthesis of MPA unsaturated  
esters 84a, b, amides 85a–j, imides 88a–f and diimido diacids 86, 87 were developed by reaction of MPA 
with allyl-, propargyl bromide, aliphatic and aromatic amines [49−52].
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The synthesis of previously unknown MPA N-alkylimides 89a–e, including long-chain dodecyl- and 
octadecylimides 89d, e by reaction of primary aliphatic amines with MPA in the melt was developed. 
The method eliminates the use of organic solvents, allows application as a starting compound MPA and 
acetic acid solvate, significantly reduces reaction time [53]. Imido amide 92 was prepared by reaction  
of imide 89b with thionyl chloride followed by reaction with aniline.

 

The MPA N-arylimides synthesis directly from RMA without isolation of individual MPA was  
developed based on treatment of RMA with primary aromatic amines in toluene (refluxing) to form  
exclusively N-arylimides 88a–e, g–n in preparative yields (60–99% based on MPA contained in the 
RMA) [51].

We elaborated the method of fumaropimaric acid monoamides 93a–h synthesis containing trans- 
1,2-dicarboxylic fragment by alkali hydrolysis of anhydride group in MPA amides 85a−f, k, l and subse-
quent isomerization of cis-1,2-dicarboxylic acid. The monoamides 93a–h were isolated from the reac-
tion mixture by conversion into water-soluble ammonium salts [54].
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Esterification and subsequent reduction of amide 93h afforded diol 95 that was converted into di-
amine 96 and diiodide 97 by conventional methods.

With a goal of citraconopimaric acid (CPA) synthesis the reaction of citraconic anhydride, formed in 
situ from readily available itaconic acid (produced industrially by the fermentation of carbohydrates) on 
heating above the melting point (172 ºС), and rosin has been studied. It was established that the heating 
of mixture of rosin and itaconic acid at 180−200 ºС for 8–12 h leads to the reaction of citraconic anhy-
dride with levopimaric acid and to the formation of complex mixture containing isomeric ci-
traconopimaric acids 98a, b and unreacted resin acids (IR, 1H NMR data). IR-spectra of the mixture 
contain characteristic bands of anhydride cycle at 1850, 1785 cm–1. The crystallization of the reaction 
product from CCl4 at 18–20 ºC gives precipitate of solvate CPA with CCl4, and its thermal decomposi-
tion at 130 ºC gives CPA as a mixture of two isomers 98a, b at ratio ~1:0.36. CPA isomers differ in the 
arrangement of the methyl group in the anhydride cycle only and have almost the same chromatographic 
mobility in different systems. By partial crystallization of mixture of isomers 98a and 98b from ben-
zene the isomer 98a was separated in 36% yield (based on mixture of isomers 98a, b) [55].
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The full assignments of peaks in 1H and 13C NMR spectra were performed by two-dimensional 
NMR spectroscopy, and it was confirmed that the compound 98a is the adduct of citraconic anhydride 
and levopimaric acid (citraconopimaric acid) and a close structural analog of MPA, containing methyl in 
the α-position of the anhydride group [56].

Reaction of CPA 98a with allyl- or propargylbromide in the presence of K2CO3 afforded unsaturated 
esters 99a, b [49]. The treatment of CPA 98a with thionyl chloride gave the acid chloride 100, and its 
reaction with aniline and N-(2-methyl-5-aminophenyl)-4-(pyrid-3-yl)pyrimidine-2-amine led to the for-
mation of anilide 101a and heterocyclic amide 101b [57]. 

The N-alkylimides 102a–c were synthesized by reaction of CPA with secondary n-butyla- 
mine, n-octylamine, ethanolamine at 125oC [58]. The treatment of CPA N-(2-hydroxyethyl)imide 102c 
with dimethylsulfate in the presence of K2CO3 gave methyl ester of CPA N-(2-hydroxyethyl)imide 
(yield 73%).

Reactions of CPA and MPA with secondary aliphatic amines (diethyl-. dipropyl-, dibutylamine) were 
investigated for the first time [59]. Formation of CPA N-substituted imides instead of expected amido 
acids was found. In contrast to CPA reaction of MPA gives the only product in reaction with dibutyl-
amine, but in reactions with diethyl- and dipropylamines amido acids 103a, b were formed together with 
MPA N-ethyl(propyl)imide.

* Exact location of the amide group in compounds 103 a, b is not defined.

The treatment of MPA and CPA with unsymmetrical methyl(ethyl)-2-hydroxyethylamines leads  
to formation of two imides: N-methyl(ethyl)- and N-(2-hydroxyethyl)imides of MPA and CPA (in molar 
ratio 1:(0.78−1.63)) [59].
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The mechanism of this reaction presumably involves the formation of the intermediate amic acid (A) 
that undergoes intramolecular cyclization to form the cyclic intermediate (B), which is stabilized by the 
migration of the alkyl group (C), followed by elimination of alcohol and formation of the cyclic N-al- 
kylimid (D). In the case of the reaction MPA, CPA with unsymmetrical secondary amines the formation 
of two imides, presumably, the result of migration of various alkyl groups in the intermediate (B). The 
mechanism of this reaction is likely close to the mechanism of N-substituted imides formation in reaction 
of cyclic anhydrides with primary amines.

Ways of practical use of MPA and CPA derivatives. The effect of the MPA allyl ester 84a was 
studied on rheological properties in modifying of low density polyethylene (LDPE) with itaconic acid in 
the presence of free radical initiators. It was found that ester 84a additive in an amount of 1 wt. % of the 
reaction system decreases the efficiency of grafting only in 13% with more than 2 times the viscosity  
of the grafted product is reduced. The MPA ester 84a may be used as a viscosity regulator during reac-
tive extrusion of functionalized polyethylene with the desired rheological performance as well as in the 
preparation of coextruded multilayer polymeric products. Adhesive was developed based on ethylene-vi-
nyl acetate copolymer (CEVA) with the addition of the MPA allyl ester 84a, including CEVA, fumaric 
acid, an organic peroxide, a stabilizer and 0.01–1.0% of allyl ester 84a. Adhesive bond strength with po-
lar substrate of polyamide-6 for developed adhesive reaches 4.9 kN/m, which is 91% higher than that for 
similar adhesive compounds [60].

The MPA N-hexylimide 89b is the effective adhesive additive to LDPE in the preparation of com-
posite materials to wood at a concentration of 3%. The application of imide 89b retains strength, highly 
elastic and rheological properties of the polymer composition, simultaneously the adhesive strength  
of the LDPE to the wood increases to 3.6 MPa, which is 1.6–1.8 times greater in comparison with sam-
ples of pure LDPE [61].

It was found that the nitrogen-containing MPA derivatives (aromatic amides 85a–c, f, imide 89e etc.) 
have twisting power and can be used as effective additives to nematic LC-materials [62].

A fungicidal composition comprising a salt of MPA N-hexylimide and 8-hydroxyquinoline was desig- 
ned to protect the cellulose-containing materials [63].

Films of the compounds 5, 84a, b, 98a, 99a, b prepared by thermal vacuum deposition method 
(TVD) are sensitive to UV radiation (3.6–7.1 J/cm2) and of practical interest for the production of photo-
masks for wet etching topology in transparent conductive layers of indium tin oxide (ITO) [49].
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To conclude this short review, since the last decades there has been a trend towards the development 
of methods for the use of renewable raw materials instead of fossil in the manufacture of industrial prod-
ucts. As it is evident from the review, it is possible to obtain a great number of based on rosin substances 
with diverse structures and properties for various applications, and these works constitute important 
part of the green chemistry development.
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ВУЧОНЫЯ БЕЛАРУСІ
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ВЛАДИМИР СЕРГЕЕВИЧ СОЛДАТОВ

(К 80-летию со дня рождения)

19 мая 2017 г. исполнилось 80 лет видному белорусскому фи-
зикохимику, заслуженному деятелю науки Республики Беларусь, 
лауреату Государственной премии БССР, академику Националь- 
ной академии наук Беларуси, доктору химических наук, профес-
сору Владимиру Сергеевичу Солдатову.

Трудовая деятельность В. С. Солдатова началась в 1959 г.  
в Институте общей и неорганической химии АН БССР. В этом 
институте произошло становление талантливого ученого, здесь 
он прошел путь до заведующего лабораторией, став кандидатом 
и доктором химических наук, лауреатом премии Ленинского ком - 
сомола и Государственной премии Белорусской ССР. С 1981 по 
2004 г. он возглавлял Институт физико-органической химии  
АН Беларуси, одновременно (1988–1992 гг.) являясь вице-прези- 
дентом Академии наук Беларуси. В 1977 г. ученый избирается 

членом-корреспондентом АН Беларуси, в 1984 г. – академиком. Сейчас В. С. Солдатов возглавляет 
лабораторию ионного обмена и сорбции Института физико-органической химии НАН Беларуси.

Академик В. С. Солдатов – известный в мире ученый в области ионного обмена. Им внесен 
существенный вклад в изучение термодинамики обмена неорганических катионов и анионов на 
полимерных ионитах различных типов, установлены основные закономерности этих процессов, 
обнаружен ряд ранее неизвестных явлений. Разработан вариант термодинамического описания 
ионообменных равновесий, позволяющий рассчитать термодинамические функции отдельных 
составляющих реальных ионообменных процессов: межфазного перераспределения ионов, пере- 
носа растворителя, изменения объема ионита. Установлено, что сильные отклонения поведения 
ионообменных систем вызваны взаимным влиянием ионогенных групп на энергетическое состо- 
яние друг друга, зависящее от соотношения обменивающихся ионов в фазе ионита. На основании 
проведенных исследований им предложена теоретическая модель этих процессов, позволяющая 
проводить количественное описание избирательности и термодинамических функций в зависи- 
мости от степени обмена. 

Большое внимание В. С. Солдатов уделил исследованиям в области многоионных обменных 
равновесий. Им разработаны методы предсказания таких равновесий для систем различной 
степени сложности и предложен способ расчета многоионных равновесий, базирующийся на 
теоретической модели, предложенной ранее для бинарных систем. На основании результатов 
этих исследований В. С. Солдатовым были созданы искусственные питательные среды для 
выращивания растений на основе синтетических ионитов, насыщенных всеми необходимыми 
для роста растений элементами – высокопродуктивные гранульные и волокнистые ионитные 
почвы БИОНА. Разработаны методы и технологии их получения, эксплуатации, регенерации, 
активно продолжаются исследования по совершенствованию и поиску новых путей исполь- 
зования ионитных почв. Создававшиеся первоначально для использования в замкнутых эколо- 
гических системах (орбитальные космические станции, суда дальнего плавания), ионитные 
почвы в последнее время находят применение в современных биотехнологиях для адаптации  
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и размножения различных видов растений. В настоящее время Владимир Сергеевич уделяет 
много внимания вопросам создания питательных сред для растениеводства на основе природ- 
ных неорганических ионообменников различного химического состава. 

 Под руководством ученого проведены систематические исследования в области синтеза, 
изучения свойств и изыскания новых направлений эффективного применения волокнистых 
ионообменных материалов. Разработаны способы химической и радиационно-химической моди- 
фикации полипропиленовых и полиакрилонитрильных волокон, которые привели к получению 
волокнистых аналогов ионитных смол всех основных типов. Освоены технологии промышлен- 
ного синтеза и налажено производство ряда ионитных волокон ФИБАН, которые в течение ряда 
лет используются в процессах очистки вентиляционных выбросов и технологического воздуха 
промышленных и сельскохозяйственных предприятий от химически активных газов кислого  
и основного характера и для очистки воды от примесей ионного характера. Создана теоретическая 
модель для описания процесса поглощения паров воды ионитами, которая позволяет предсказать 
сорбционную способность материалов при поглощении аммиака, содержащегося в воздухе  
в крайне низких концентрациях, что актуально для обеспечения глубокой очистки технологи- 
ческого воздуха предприятий микроэлектроники. Разработаны сорбционно- и каталитически 
активные материалы на основе ионитных волокон, которые позволяют извлекать из воздушных 
сред ряд малодиссоциирующих и неионогенных газовых примесей, не удаляемых по механизму 
ионного обмена, а также сорбенты, эффективные в условиях низкой относительной влажности 
среды. Исследование процессов массопереноса при контакте ионитных волокон с газовоздуш- 
ными системами привело к созданию промышленных газоочистных устройств фильтрационного 
и контактного типов с использованием ионитных волокон, которые нашли широкое применение 
на предприятиях Беларуси и поставляются в другие страны. 

В. С. Солдатов является одним из пионеров использования методов компьютерного модели- 
рования для установления строения ионитов и прогнозирования их физико-химических свойств. 
Им разработана методика квантово-химического моделирования сложных ионообменных систем, 
позволяющая оценивать сорбционные и ионообменные свойства полиэлектролитов в зависимости 
от их структуры и химического состава. Методика позволяет осуществить целенаправленный 
поиск структур новых высокоэффективных ионитов и сорбентов, селективных по целевому 
иону, без проведения длительных и трудоемких экспериментальных исследований. Созданы 
методики экспрессной оценки обменной емкости и параметров кислотности ионообменных мате- 
риалов по данным потенциометрического титрования с использованием компьютерного модели- 
рования, новый теоретический подход к оценке кислотно-основных свойств ионитов по параме- 
трам кислотности присутствующих в них функциональных групп. Разработана термодинамичес- 
кая и квантово-химическая модель преобладающих комплексов ионитов с водой в процессе 
гидратации, позволившая визуализировать их атомарное строение, состояние протона, ионов 
лития и натрия, а также с высокой точностью определить макроскопические свойства этих 
материалов. Этот результат был включен в ТОП-10 важнейших результатов НАН Беларуси за 
2015 год в области фундаментальных и прикладных исследований.

Большой вклад внесен В. С. Солдатовым и его учениками в разработку способов создания  
и изучение свойств полимерных мембран. Найдены основные принципы выбора условий полу- 
чения пористых полимерных структур с требуемыми свойствами путем варьирования природы 
полимера, состава растворителя и коагулянта, условий приготовления растворов, осаждения  
и последующей обработки мембран. Результатом проведенных исследований явилась организация 
первого отечественного промышленного производства микрофильтрационных мембран. Это 
позволило решить критичную в 80–90-е годы прошлого столетия проблему импортозамещения 
в области мембранных фильтрующих материалов для нужд микроэлектроники. 

Академику В. С. Солдатову в его научной и научно-организационной деятельности свой- 
ственны трудолюбие, целеустремленность, глубина подходов и широта взглядов, высокая требо- 
вательность к себе и коллегам. На посту директора института он всемерно поощрял творческую 
активность сотрудников, во многом предвосхищая требования, предъявляемые к научным орга- 
низациям в настоящее время, настойчиво проводил курс на создание в институте малотоннажных 
химических производств. Под непосредственным руководством В. С. Солдатова в Институте 
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физико-органической химии были развернуты работы по ряду актуальных научных направлений 
(химически активные волокнистые материалы, мембранные технологии, ионообменная экст- 
ракция и др.), ориентированных на создание материалов и технологий для современных 
производств и охраны окружающей среды. Эти направления во многом определяют профиль 
деятельности института в настоящий период.

Для В. С. Солдатова характерен широкий диапазон творческих интересов. На протяжении 
ряда лет он являлся руководителем, координатором, членом научных советов Государственных 
программ научных исследований различных уровней, председателем экспертного совета по хи- 
мии Высшей аттестационной комиссии Республики Беларусь. Он ведет активное сотрудничество 
с научными организациями и предприятиями Австрии, Германии, Польши, Китая, Японии  
и других стран. Действительный член Европейской академии наук и искусств, почетный академик 
Хэнаньской академии наук (Китай). Является членом редколлегии международных журналов 
«Reactive and Functional Polymers», «Journal of Water Resources», «Химическая технология», «Химия 
и технология воды». 

В. С. Солдатов – автор более 750 научных работ, патентов и авторских свидетельств на 
изобретения. Результаты его исследований обобщены в монографиях «Простые ионообменные 
равновесия» (1972), «Ионитные почвы» (1978), «Искусственные почвы для растений» (1985), «Ионо- 
обменные равновесия в многокомпонентных системах» (1988), «New materials and technologies for 
environmental engineering. Syntheses and structure of ion exchange fibers» (Люблин, 2004), главах 
коллективных монографий «Ion exchange and solvent extraction» (Нью-Йорк, 2011) и «Ion exchange 
technology» (Нью-Йорк, 2012). Им подготовлено 35 кандидатов и 3 доктора химических наук. 
Награжден орденом «Знак Почета», медалями. 

Коллеги, друзья и ученики от всего сердца поздравляют Владимира Сергеевича с юбилеем  
и желают ему доброго здоровья, новых замыслов и свершений в работе на благо белорусской науки.
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