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К. В. Лазнев, В. Е. Агабеков1

 Институт химии новых материалов Национальной академии наук Беларуси, Минск, Беларусь

МИКРОСФЕРЫ ИЗ СШИТОГО ГЛУТАРАЛЬДЕГИДОМ ПОЛИВИНИЛОВОГО СПИРТА 
ДЛЯ ИММУНОМАГНИТНОЙ СЕПАРАЦИИ КЛЕТОК 

Аннотация. Установлено, что эмульгируемость водных растворов NaCl и CaCl2 в изооктане с добавками Span 85 
и Tween 85 зависит от концентрации солей и от природы катиона, при этом Ca2+ эффективнее стабилизирует эмуль-
сию, чем Na+. При смешивании растворов 275 г/л глутаральдегида и 1М CaCl2 в воде и 2,8 %m Span 85 и 1,5 %m Tween 
85 в изооктане с последующим ультразвуковым диспергированием смеси получена эмульсия с мутностью ≤20 ЕМФ, 
которая была применена в качестве сшивающего агента для формирования микросфер из взвешенных в изооктане 
микрокапель магнитных жидкостей, содержащих поливиниловый спирт и наночастицы магнетита. Синтезирован-
ные магнитные микросферы модифицированы авидином и использованы для иммуномагнитной сепарации клеток.

Ключевые слова: микросферы, эмульсии, поливиниловый спирт, глутаральдегид, иммуномагнитная сепарация
Для цитирования. Лазнев, К. В. Микросферы из сшитого глутаральдегидом поливинилового спирта для иммуно-

магнитной сепарации клеток / К. В. Лазнев, В. Е. Агабеков // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. хiм. навук. – 2020. –  
Т. 56, № 4. – С. 391–398. https://doi.org/10.29235/1561-8331-2020-56-4-391-398 

K. V. Laznev, V. E. Agabekov

Institute of Chemistry of New Materials of the National Academy of Science of Belarus, Minsk, Belarus

MICROSPHERES MADE OF POLYVINYL ALCOHOL CROSSLINKED WITH GLUTARALDEHYDE  
FOR IMMUNOMAGNETIC CELL SEPARATION

Abstract. Emulsification of water solutions of NaCl and CaCl2 in isooctane with Span 85 and Tween 85 additives was 
found to depend on the salt content and the cation nature, Ca2+ being more effective stabilizer than Na+. When the solutions 
of 275 g/l glutaraldehyde with 1М CaCl2 in water and 2.8 %m Span 85 with 1.5 %m Tween 85 in isooctane were mixed 
and sonicated, the transparent emulsion (turbidity ≤20 FNU) was acquired. It was used as а crosslinking agent to synthesize 
microspheres from magnetic fluids containing polyvinyl alcohol and magnetite nanoparticles dispersed as microdroplets  
in isooctane. The microspheres were modified with avidin and used for immunomagnetic separation of cells.

Keywords: microspheres, emulsions, polyvinyl alcohol, glutaraldehyde, immunomagnetic separation
For citation. Laznev K. V., Agabekov V. E. Microspheres made of polyvinyl alcohol crosslinked with glutaraldehyde 

for immunomagnetic cell separation. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya khimichnykh navuk = 
Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Chemical Series, 2020, vol. 56, no. 4, pp. 391–398 (in Russian). 
https://doi.org/10.29235/1561-8331-2020-56-4-391-398.

 
Введение. Иммуномагнитная сепарация (ИМС) широко применяется в медицине, биологии 

и биотехнологии, в частности, для разделения клеток с различным антигенным составом по-
верхности (фенотипом). С помощью ИМС обнаруживают циркулирующие опухолевые клетки  
в крови [1], разделяют популяции лейкоцитов [2], получают культуры стволовых клеток, а также 
очищают трансплантируемый материал от лейкоцитов для регенеративной медицины и ткане-
вой инженерии [1, 2]. Производительность процедуры ИМС достигает более 1010 клеток в час,  
а чистота выделенных популяций составляет более 95 % [1].

© Лазнев К. В., Агабеков В. Е., 2020
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ИМС основана на селективном связывании магнитных частиц (МЧ) с целевыми объекта - 
ми (объектами-мишенями), которыми могут быть биологические молекулы, клетки, органеллы, ми-
кроорганизмы, вирусы [1–3]. Селективность обеспечивается аффинным межмолекуляр ным взаи-
модействием, обычно между антителом на поверхности МЧ и антигеном мишени [1–3]. После 
инкубации МЧ вместе со связавшими их объектами улавливаются магнитом, а супернатант уда-
ляется [3].

Для ИМС чаще применяются композитные МЧ размером от 50 нм [2, 3], а также магнитные ми-
кросферы (ММС) размером от долей микрона до 10 мкм [1–3], которые содержат магнитные наноча-
стицы в полимерной матрице, покрытой оболочкой из гидрофильных нейтральных полимеров, 
таких как полиэтиленгликоль (ПЭГ) [2], поливиниловый спирт (ПВС), декстран. Поверхность 
ММС для иммуномагнитной сепарации модифицирована аффинными биомолекулами [1–3].

Требованием к магнитным наночастицам, применяемым в составе микросфер для ИМС, яв-
ляется суперпарамагнетизм, т. е. высокая магнитная восприимчивость и отсутствие заметной 
остаточной намагниченности. Такими свойствами обладают, в частности, магнетит FeO∙Fe2O3 и 
маггемит γ-Fe2O3 в форме наночастиц размером до 15 нм [4].

В качестве полимерной матрицы используют полистирол [2–4], полиакриламид [4], поли-
метакрилаты [4], целлюлозу [2, 3], агарозу [2, 3], альгиновую кислоту [4–6], ПВС [2] и другие 
полимеры [4]. Одним из способов получения микросфер является желирование глутаральдеги-
дом микрокапель растворов хитозана и/или ПВС в эмульсиях [7, 8]. Глутаральдегид эффективно 
сшивает полиамины и некоторые полиспирты, такие как ПВС [9, 10]. Для инактивации непроре-
агировавших при сшивке карбонильных групп применяют боргидрид натрия [9]. В случае сши-
тых полиаминов боргидрид обеспечивает также восстановление оснований Шиффа до аминов, 
в результате чего полимерная матрица становится более устойчивой к гидролизу [9]. Образу-
ющаяся в реакции борная кислота служит дополнительным сшивающим агентом по отношению 
к ПВС [11]. В неполярную дисперсионную среду глутаральдегид обычно вносят в виде раствора 
в толуоле [7, 8, 12]. В качестве дисперсионной среды для получения эмульсий водных растворов 
полимеров применяется, в частности, раствор Span 85 и Tween 85 в изооктане [5, 6].

Гидрофильная оболочка необходима для предотвращения агрегации микросфер в водной 
среде и для минимизации неспецифического связывания их с биологическими объектами [2]. 
Для ковалентной иммобилизации лигандов, ответственных за селективность связывания, в сос-
тав оболочки вводятся реакционно активные группы: карбоксильные, аминные, тиольные или 
эпоксидные [9]. Количество заряженных групп не должно быть избыточным во избежание поте-
ри оболочкой способности блокировать неспецифическую адгезию клеток, причем карбоксиль-
ные группы меньше способствуют адгезии, чем аминогруппы [15].

В качестве аффинных молекул на поверхности ММС, как правило, иммобилизуют антитела, 
либо связывающие биотин белки (авидин, стрептавидин), которые обеспечивают иммобилиза-
цию биотинилированных антител [1, 3]. Применение вторичных антител или биотинсвязываю-
щих белков позволяет использовать одни и те же ММС для сепарации клеток с разным антиген-
ным составом поверхности.

Распространенным способом иммобилизации белков на поверхности полимера, содержаще-
го карбоксильные группы, является ее обработка N-замещенными карбодиимидами, например 
1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимидом (EDC). Получаемые при этом активные интер-
медиаты реагируют с аминами белков [1, 9]. Для стабилизации интермедиатов применяют N-ги-
дроксисукцинимид (NHS), это позволяет осуществить иммобилизацию в две стадии: активация 
частиц и их инкубация в растворе белка после отмывки от EDC и NHS [9]. При этом EDC не 
реагирует с карбоксильными группами белка и не вызывает кластеризации его молекул, как это 
происходит при одностадийной иммобилизации, когда белок и EDC присутствуют в среде одно-
временно [9].

Цель данной работы – получение микросфер на основе сшитого глутарадьдегидом ПВС, со-
держащих наночастицы магнетита и модифицированных авидином для иммуномагнитной сепа-
рации клеток. 
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Для этого необходимо было изучить влияние концентрации солей в водных растворах, со-
держащих глутаральдегид, на их диспергируемость в изооктане с добавками Span 85 и Tween 
85. Ранее нами были разработаны методики получения суперпарамагнитных наночастиц магне-
тита [16], магнитных жидкостей, содержащих магнетит и гидрофильные полимеры [17], эмуль-
сий растворов гидрофильных полимеров с узким распределением микрокапель по размеру [18], 
а также изучено влияние состава оболочки ММС на их неспецифическое связывание с лейкоци-
тами [19].

Экспериментальная часть. Массовое соотношение Span 85 и Tween 85 в дисперсионной сре-
де составляло 1,9:1,0 [5, 6], а содержание Span 85 от 1,4 до 2,8 %m. Для эмульгирования вод ных 
растворов солей и глутаральдегида применяли погружной ультразвуковой диспергатор (22 кГц, 
100 Вт). Мутность оценивали через 2 мин после приготовления эмульсий по боковому светорас-
сеянию на спектрофлуориметре Solar СМ 2203 (Беларусь) или визуально, сравнивая со стандар-
том 20 единиц мутности формазина (ЕМФ).

Суперпарамагнитные наночастицы магнетита, имеющие средний размер 10–15 нм, и поли-
винилспиртовые ММС получали согласно методике [16]. Микросферы покрывали слоем ПВС 
[19]. Использовали ПВС, динамическая вязкость 4 %-ного водного раствора которого составляет 
10–12 мПа∙с, а массовая доля ацетатных групп – 1,1–1,9 %. ММС обрабатывали раствором 40 г/л 
перекиси водорода в дистиллированной воде или 10 %v уксусной кислоте. Завершающим этапом 
синтеза микросфер были два цикла обработки NaBH4 10 мг/мл в буфере NaCl 0,5M, NaPi 0,2М, 
pH 9, 20 мин при 60 °С, после первого цикла ММС обрабатывали УЗ 22 кГц 50 Вт в течение 15 с. 
Дзета-потенциал ММС определяли на приборе Malvern ZetaSizer Nano-ZS (Великобритания).

Влияние условий обработки микросфер реактивами EDC и NHS на иммобилизацию авидина 
изучали на коммерческих (MagnosphereTM 300 Carboxyl) и поливинилспиртовых микросферах. 
Иммобилизацию проводили двумя способами: одностадийным, когда микросферы обрабатыва-
ли раствором ЕDC 20 г/л и авидина 250 мг/л в 0,1 М (pH 6) буфере 2-(N-морфолино)этансульфо-
новой кислоты (MES) в течение 2,5 ч; двухстадийным, при котором микросферы обрабатывали 
раствором ЕDC 20 г/л и NHS 10 г/л в MES-буфере в течение 15 мин, дважды отмывали, инкуби-
ровали 2,5 ч в MES-буфере, содержащем 250 мг/л авидина.

После инкубации с авидином микросферы трижды отмывали 0,15М (pH 7,4) фосфатно-соле-
вым буфером (ФСБ) с добавкой 5 г/л бычьего сывороточного альбумина (БСА) и обрабатывали 
раствором биотин-4-флуоресцеина 1мг/л в ФСБ для флуоресцентного мечения иммобилизован-
ного авидина. Флуоресценцию метки исследовали в камере Горяева на оптическом микроско-
пе «Планар Микро МБ» [16], сравнивая с флуоресценцией микросфер, не модифицированных 
авидином и обработанных таким же раствором биотин-4-флуоресцеина. Яркость изображений 
микросфер на микрофотографиях количественно определяли с помощью программного обеспе-
чения ImageJ [20]. Статистическую обработку данных проводили в Microsoft Excel. 

Магнитную сепарацию лимфоцитов CD8+ из суспензии мононуклеаров периферической кро- 
ви (МПК) осуществляли в сепарационной среде, которая представляла собой ФСБ с добавками 
5,0 г/л БСА и 2,0 мМ этилендиаминтетраацетата натрия. ММС инкубировали 15 мин с биотини-
лированными антителами анти-CD8, взятыми в количестве 2,00 или 6,25, или 12,50 мкг на 109 ми - 
кросфер, после чего трижды отмывали. ММС, «нагруженные» анти-CD8, смешивали с клет- 
ками в соотношении 10:1, инкубировали 20 мин, осторожно перемешивая каждые 5 мин, и оса-
ждали на магните. В исходной суспензии и супернатантах клетки окрашивали меченными фи-
коэритрином антителами CD8 и на проточном цитофлуориметре Beckman Coulter FC500 (США) 
исследовали их распределение по размеру и интенсивности флуоресценции фикоэритрина, раз-
личая популяции с низкой, средней (интенсивность флуоресценции ≥1∙103 у.е.) и высокой (интен-
сивность флуоресценции ≥2∙104 у.е.) экспрессией СD8. 

Жизнеспособность клеток определяли по окрашиванию ядер флуорохромами Hoechst-33342 
и иодистый пропидий. Специфичность сепарации рассчитывали как отношение количества 
клеток СD8+ к общему количеству клеток в выделенной суспензии. Выход целевой популяции 
определяли как соотношение количеств СD8+ в выделенной суспензии и в исходной суспензии. 
Удаление целевой популяции из 1-го супернатанта вычисляли путем деления разности между 
долями СD8+ в исходной суспензии и в 1-м супернатанте на долю СD8+ в исходной суспензии. 
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Результаты и их обсуждение. Эмульгируемость водных растворов CaCl2 в изооктане с до-
бавками Span 85 и Tween 85 при ультразвуковой обработке зависит от концентраций соли и ПАВ. 
Условия получения прозрачных эмульсий (<20 ЕМФ), стабильных в течение ≥2 мин, представле-
ны в таблице.

Условия получения прозрачных эмульсий (<20 ЕМФ) водных растворов CaCl2 в изооктане  
с добавками Span 85 и Tween 85 

The conditions necessary to acquire transparent emulsions (< 20 FNU) of CaCl2 water solutions in isooctane  
with Span 85 and Tween 85 additives

CaCl2, М Tween 85, %m Span 85,  %m Минимальное объемное соотношение вода : изооктан

0,25 1,5 2,8 1 : 40
0,5 1,5 2,8 1 : 24
1 1,5 2,8 1 : 15
1 0,75 1,4 1 : 21

Прозрачную эмульсию водного раствора хлорида кальция в изооктане с добавками Span 85  
и Tween 85 удается получить уже при концентрации CaCl2 0,1 М. Однако она мутнеет менее чем 
за минуту. Это свидетельствует о том, что электролиты влияют преимущественно на стабиль-
ность эмульсий, а не на дробление микрокапель (которое зависит от поверхностного натяжения 
на границе раздела фаз).

Одним из механизмов влияния электролитов на стабильность слоя ПАВ на границе раздела 
полярной и неполярной фаз является уменьшение гидратации полярных групп сурфактантов, 
приводящее к высаливанию амфифильных молекул из раствора [21]. Однако нами установлено, 
что дисперсность водных растворов солей в изооктане с добавками Span 85 и Tween 85 зависит 
не только от ионной силы эмульгируемого раствора, но и от природы катиона. Об этом свиде-
тельствует, что наименьшее соотношение водной и изооктановой фаз, при котором образуется 
прозрачная эмульсия раствора соли в изооктане с добавками Span 85 2,8 %м и Tween 85 1,5 %м, 
составляет (приблизительно) 1:15 для 1M раствора СaCl2, 1:30 для 1M NaCl и 1:20 для 2M NaCl  
(в котором концентрация Cl– такая же как в 1M СaCl2).

Не исключено, что механизмом стабилизации ионами, особенно двухвалентными катиона-
ми, эмульсий водных растворов солей в изооктане с добавками Span 85 и Tween 85 является 
формирование обратных мицелл, в том числе заряженных [22], слой которых стабилизирует ми-
крокапли аналогично слою твердых частиц в эмульсиях Пикеринга [4].

Раствор 275 г/л глутаральдегида и 1М CaCl2 удается диспергировать до прозрачной эмульсии 
(<20 ЕМФ) в изооктане с добавками 1,5 %m Tween 85 и 2,8 %m Span 85 при соотношении водной  
и изооктановой фаз ≤1:12. Отсутствие видимой опалесценции свидетельствует о том, что поря-
док размера капель водной фазы – несколько десятков нм [23]. При этом концентрация глута-
ральдегида в эмульсии достигает 21,2 г/л. Широко применяемый метод внесения глутаральдегида 
в виде раствора в толуоле не позволяет получать концентрации такого порядка [7, 8, 12]. Вноси-
мое количество толуола составляет не более 19 % итогового объема неполярной фазы [7], что  
с учетом концентрации насыщенного раствора ГА в толуоле 33 г/л [12] соответствует конечной 
концентрации ГА не более 6,3 г/л.

Поливинилспиртовые микросферы, полученные эмульсионным способом при желировании 
глутаральдегидом микрокапель магнитной жидкости, содержащей 50 г/л ПВС и наночастицы 
магнетита, имели средний размер 3,3–5,1 мкм, индекс полидисперсности 0,08–0,10. Дзета-потен-
циал микросфер, обработанных перекисью водорода и боргидридом натрия, составлял от –3,35 
до + 3,71 мВ.

Интенсивность флуоресценции (за вычетом контроля) меченных биотин-4-флуоресцеином 
микросфер после иммобилизации авидина двухстадийным способом на 90,0 ± 2,0 % больше, чем 
после иммобилизации одностадийным. В дальнейшем применялся двухстадийный способ.

На микросферах, обработанных перекисью водорода в 10 %v уксусной кислоте (pH 2) и модифи-
цированных авидином по двухстадийному способу, интенсивность флуоресценции (за вычетом 
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контроля) биотин-4-флуоресцеина на 102,0 ± 15,0 % больше, чем на микросферах, модифициро-
ванных авидином без предварительной обработки H2O2. По-видимому, это объясняется суще-
ственным увеличением количества карбоксильных групп на поверхности микросфер за счет 
конверсии карбонильных групп. При сравнении обработки микросфер перекисью водорода при 
pH 2 (в 10 %v уксусной кислоте) и рH 5–6 установлено, что кислотность практически не влияет 
на последующую иммобилизацию авидина. Микросферы, несущие биотинилированные антите-
ла, формируют вокруг клеток CD8+ характерные розетки (рис. 1). 

ММС, обработанные 2,0 мкг анти-CD8 на 109 микросфер, извлекают из суспензии монону- 
клеаров только клетки с высокой экспрессией антигена (CD8high), а обработанные 6,25 мкг анти- CD8 
на 109 микросфер – также клетки с низкой экспрессией CD8 (рис. 2). Во втором случае специ -
фичность сепарации составляла 94,2 ± 4,5 %, выход CD8+ – 84,8 ± 11,0 %, удаление CD8+ из 1-го 
супернатанта – 96,5 ± 3,6 %, жизнеспособность клеток в осадке – 97,9 ± 2,3 %. При сепарации 
микросферами, «нагруженными» из расчета 12,5 мкг анти-CD8 на 109 ММС, жизнеспособность 
клеток в осадке была 89,0 ± 3,6 %. При сепарации CD8+ из суспензии МНК с помощью коммер-
ческих микросфер MagCellectTM Streptavidin Ferrofluid специфичность составляла 93,0 ± 2,0 %.

Рис. 1. Микрофотография ресуспензированного осадка после магнитной сепарации.  
Клетки окрашены флуоресцентными антителами анти-CD8

Fig. 1. Microphotograph of the resuspended sediment after magnetic separation.  
Cells are labeled with fluorescent anti-CD8 antibodies

                            a                                                        b                                                      c

Рис. 2. Данные проточной цитофлуориметрии: a – исходной суспензии МНК; b – супернатанта после магнитной  
сепарации (2,0 мкг анти-CD8 на 109 микросфер); c – супернатанта после магнитной сепарации (6,25 мкг анти-CD8 на 

109 микросфер)

Fig. 2. Flow cytofluorometry data: a – genuine sample; b – supernatant after magnetic separation (2.0 µg of anti-CD8 per  
109 microspheres); c – supernatant after magnetic separation (6.25 µg of anti-CD8 per 109 microspheres)



396   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2020, vol. 56, no. 4, pp. 391–398 

Заключение. Получены микросферы на основе сшитого глутаральдегидом ПВС, содержа-
щие наночастицы магнетита. Присутствие 1М CaCl2 в растворе глутаральдегида, диспергируе-
мом в изооктане с добавками Span 85 2,8 %м и Tween 85 1,5 %м, позволяет получать практически 
прозрачные эмульсии (мутность ≤20 ЕМФ) с содержанием глутаральдегида до 21,2 г/л, что мно-
гократно превышает концентрации, достигаемые путем внесения в изооктан насыщенного рас-
твора глутаральдегида в толуоле. Стабильность прозрачных эмульсий в среде изооктан/Tween 
85/Span 85 зависит от концентрации электролитов в эмульгируемом растворе и от природы кати-
она: Ca2+ более эффективный стабилизатор, чем Na+. Конъюгированные с авидином с помощью 
EDC и NHS поливинилспиртовые микросферы пригодны для магнитной сепарации клеток, обе-
спечивая специфичность, сопоставимую с коммерческими микросферами. При двухстадийном 
способе сепарации с применением микросфер, различающихся поверхностной плотностью им-
мобилизации антител, возможно разделение популяций клеток с высокой и низкой экспрессией 
одного и того же антигена.
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НАНОТРУБКИ СО СТРУКТУРОЙ ТИПА  
«МАГНИТНОЕ ЯДРО–ОБОЛОЧКА ИЗ БЛАГОРОДНОГО МЕТАЛЛА»

Аннотация. С использованием простого двухстадийного метода, включающего электрохимический синтез Ni 
нанотрубок в порах ПЭТФ-мембран и их покрытие золотом или платиной химическим методом, синтезированы на-
нотрубки со структурой типа «магнитное ядро–оболочка из благородного металла». Морфология покрытия пред-
ставляет собой тонкие постоянные пленки с наростами различной формы. Рентгеноструктурный анализ выявил 
отдельные фазы никеля (ядро) и благородного металла (покрытие). Магнитные свойства покрытых нанотрубок су-
щественно не отличаются от свойств исходных нанотрубок. Метод позволяет синтезировать одномерные нанострук-
туры типа «магнитное ядро–оболочка из благородного металла» для применения при детектировании химических 
и биологических соединений, в качестве магнитных носителей при доставке лекарств и генов, а также могут быть 
использованы в качестве многоциклических катализаторов на магнитном носителе.

Ключевые слова: шаблонный синтез, нанотрубки, магнитные свойства, плазмонные покрытия, платина, золото
Для цитирования. Нанотрубки со структурой типа «магнитное ядро–оболочка из благородного металла» /  
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NANOTUBES WITH A STRUCTURE OF THE «MAGNETIC CORE–NOBLE METAL SHELL» TYPE

Abstract. Using a simple two-stage method including the electrochemical synthesis of Ni nanotubes in the pores of 
PET membranes and their coating with gold or platinum, nanotubes with a structure of the «magnetic core – noble metal 
shell» type have been synthesized. The morphology of the coating is a thin continuous film with growths of various shapes. 
X-ray diffraction analysis estimated separate phases of nickel (core) and noble metal (coating). The magnetic properties  
of coated nanotubes do not differ significantly from the properties of the initial nanotubes. The method allows one to synthe-
size structures such as one-dimensional nanostructures of the «magnetic core – noble metal shell» type for use in the detection 
of chemical and biological compounds, as magnetic carriers for the delivery of drugs and genes, which can also be used as 
multicyclic catalysts on a magnetic carrier. 
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Введение. Металлические наноструктуры (НС) широко изучаются благодаря их уникальным 
оптическим, электромагнитным и каталитическим свойствам. Большое количество работ посвя-
щено синтезу, определению структурных, электрических и магнитных свойств, созданию слож-
ной структуры массивов нанопроволок (НП) и нанотрубок (НТ) [1], в том числе и многослойных 
[2, 3], моделированию физических свойств [4], а также использованию одиночных НТ/НП и их 
массивов для наноэлектронных устройств [5], для катализа [6], магнитной записи высокой плот-
ности [7] и в биоприложениях [8, 9]. НТ/НП могут быть синтезированы методом шаблонного 
синтеза, при этом наиболее эффективным способом является электроосаждение, позволяющее 
контролировать структуру, элементный и фазовый составы путем варьирования условий осаж-
дения [7, 10, 11].

Для использования НС в различных рабочих условиях (широкий диапазон pH, биологиче-
ские объекты) в качестве оптических элементов, магнитных сенсоров, контрастных жидкостей, 
систем доставки лекарств и катализаторов [12–15] требуется покрытие, способное защитить 
НС от деградации. Наиболее химически стойкими и биологически безопасными материалами 
для покрытий считаются благородные металлы: золото и платина [16, 17], которые могут обе-
спечить новые полезные свойства и снизить токсикологический эффект металлического ядра. 
Кроме того, покрытия из благородных металлов позволяют использовать композитные НС для 
приложений in vivo и in vitro. Для формирования золотой или платиновой оболочки вокруг  
металлических НС рассматривают два основных метода: (1) прямое осаждение на поверхность  
и (2) непрямое осаждение через «медиаторный» слой. 

Прямое осаждение благородных металлов можно проводить из водного раствора или из ор-
ганической фазы. Для золота самым распространенным методом является осаждение Au из хло-
рида добавлением цитрата натрия [18]. Опосредованный метод имеет поэтапный подход, когда 
на первом этапе происходит создание «медиаторного» слоя на поверхности магнитных НС, а за-
тем осуществляется осаждение золота на его поверхность. Покрытиям НС платиной в литературе 
уделено недостаточно внимания. В этом случае обычно рассматривается соосаждение с образо-
ванием твердого раствора компонентов [19].

Стоит отметить, что Ni@Au и Ni@Pt НТ за счет своей нетривиальной морфологии, магнит-
ной природы и поверхности из благородного металла могут получить ряд новых интересных 
направлений для применения в катализе, при детектировании химических и биологических сое-
динений, а также в качестве магнитных носителей при доставке лекарств и генов.

Учитывая недостаточное количество исследований в области получения и исследования НТ 
со структурой типа «магнитное ядро–оболочка из благородного металла», наша работа посвя-
щена получению Ni@Au и Ni@Pt НТ двухстадийным методом, включающим электроосаждение 
магнитного металла в поры шаблонов и формирование покрытия из благородного металла, таких 
как золото и платина, на поверхности высвобожденных из шаблона НТ, а также комплексное ис-
следование их морфологии, структуры, магнитных характеристик.

Экспериментальная часть. Синтез НТ «магнитное ядро–оболочка из благородного метал-
ла» проводился в две стадии (рис. 1): сначала были синтезированы Ni НТ в порах ионно-треко-
вых мембран электрохимическим методом, а затем на поверхности НТ создавалась оболочка из 
благородного металла за счет восстановления золота или платины на никеле.

В качестве шаблонов использовали трековые мембраны на основе полиэтилентерефталата 
(ПЭТФ) толщиной 12 мкм (диаметр пор 380 нм, плотность 4·107 см–2) [20–23]. Электрохимиче-
ское осаждение проводили при напряжении 1,75 В из электролита NiSO4·6H2O (100 г/л), H3BO3 
(45 г/л) при комнатной температуре. 

Золотое покрытие на поверхности Ni НТ формировалось осаждением из 0,01 М водного рас-
твора хлорида золота и 1 % плавиковой кислоты [24] при 25 °C в течение 30 с. Платиновое по-
крытие на поверхности Ni НТ формировалось также осаждением из 0,01 М водного раствора 
гидрохлорида платины и 1 % плавиковой кислоты при 25 °C в течение 30 с. После реакции об-
разцы промывали 3 раза слабым раствором гидроксида натрия и водой.

Определение структурных параметров проводили с помощью сканирующей электронной ми-
кроскопии (СЭМ, Hitachi TM3030), энергодисперсионного рентгеновского анализа (ЭДА, Bruker 
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XFlash MIN SVE), рентгеноструктурного анализа (РФА, Bruker D8 ADVANCE) с использовани-
ем излучения Cu Kα, просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ, JEOL JEM-100). Изуче-
ние диаметров пор и внутренних диаметров находящихся в ПЭТФ-шаблонах НТ велось маноме-
трическим методом определения газопроницаемости [20], основанном на измерении изменения 
давления газа в замкнутой камере при давлении в интервале от 8 до 20 кПа с шагом 4 кПа. 

Значения основных магнитных параметров определялись на основании данных вибромаг-
нитометра универсальной измерительной системы «Liquid Helium Free High Field Measurement 
System (Cryogenic LTD)». Индукционным методом проводились измерения наведенной электро-
движущей силы индукции в сигнальных катушках с намагниченным образцом, колеблющимся 
с определенной частотой в диапазоне магнитного поля B = ±2 Тл при комнатной температуре.

Результаты и их обсуждение. Синтезированные НС представляют собой полые трубки 
(вставка к рис. 2, а) длиной 8 ± 0,2 мкм и внешним диаметром, соответствующим диаметру пор 
380 ± 20 нм (процесс электроосаждения был остановлен до начала фазы формирования «крышек» 
[25]). Внутренние диаметры никелевых НТ составляли 180 ± 20 нм, соответствующая толщина 
стенок – примерно 95 ± 20 нм. Определение элементного состава методом ЭДА показало, что НТ 
состоят из чистого никеля и не содержат примесей.

Второй этап получения НТ типа «магнитное ядро–оболочка из благородного металла» про-
водился за счет восстановления благородного металла на поверхности Ni по реакции замещения. 
Пошаговые механизмы образования наноструктур Au и Pt [26] на поверхности Ni НТ показаны  
в следу ющих уравнениях:

 
0 3+ 0 2+3Ni + 2Au 2Au + 3Ni ,→   (1)

 
3+ 2+ + 0Au Au Au Au ,

e e e− − −
→ → →   (2)

 
2+ 3+ +2Au Au Au ,→  + 

2+ 3+ +2Au Au Au ,→  (3)

 
0 0Au Au (HT).nn →   (4)

 
0 4+ 0 2+2Ni +Pt Pt +2Ni ,→   (5)

 
224 2 0Pt Pt Pt ,

ee −−
+ + →→   (6)

 
0 0Pt Pt (HT).nn →   (7)

Анализ СЭМ-изображений Ni@Au (рис. 2, с) и Ni@Pt НТ (рис. 2, д) указывает на изменение 
морфологии поверхности НТ после проведения осаждения благородного металла. Видно, что 
на поверхности в обоих случаях образуется гранулированная пленка, однако провести анализ 

Рис. 1. Схема получения нанотрубок типа «магнитное ядро–оболочка из благородного металла»

Fig. 1. Scheme of the production of the «magnetic core–noble metal shell» type nanotubes
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размера отдельных гранул не представляется возможным. Уточнение морфологических особен-
ностей поверхности проводилось посредством ПЭМ (рис. 3).

ПЭМ-изображение Ni@Au НТ свидетельствует, что при химическом восстановлении золота 
на поверхности Ni НТ происходит образование гранулированных наростов сложной геометрии и 
размерами до 15 нм, которые покрывают всю поверхность тонкой пленкой. Из анализа ПЭМ-изо-
бражения Ni@Pt указывает, что образование платинового покрытия происходит с образованием 
сферических наростов со средними размерами до 100 нм. Структурные параметры исследуемых 
НТ были вычислены по РФА-спектрам (рис. 2, d и 2, f ) по методике, изложенной в [25], и приве-
дены в таблицe.

Рис. 2. Типичное СЭМ-изображение массива никелевых нанотрубок в полимерном шаблоне (а) и РФА-спектр  
Ni нанотрубок (b), Ni@Au нанотрубки (c) и их РФА-спектры: Ni (b), Ni@Au (d), Ni@Pt ( f )

Fig. 2. Typical SEM image of an array of nickel nanotubes in a polymer template (a) and XRD spectrum of Ni nanotubes (b), 
Ni@Au nanotubes (c) and their XRD spectra: Ni (b), Ni@Au (d), Ni@Pt ( f )

Рис. 3. ПЭМ-изображения Ni@Au (а) и Ni@Pt (b) нанотрубок

Fig: 3. TEM images of Ni@Au (a) and Ni@Pt (b) nanotubes
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Структурные параметры нанотрубок Ni, Ni@Au и Ni@Pt

Structural parameters of Ni, Ni@Au and Ni@Pt nanotubes

Показатель Фаза (hkl) 2θº d, Å L, нм a, Å FWHM 

Ni Ni-Cubic Fm-3m(225) 111 44,599 2,03005 17,33 3,51760 0,550 
200 51,827 1,76264 15,61 0,629 
220 76,500 1,24424 17,67 0,636 

Ni@Au Ni-Cubic Fm-3m(225) 111 44,586 2,03061 26,36 3,51980 0,362 
Au-Cubic Fm-3m(225) 111 38,420 2,34109 12,29 4,06261 0,761 

Ni@Pt Ni-Cubic Fm-3m(225) 111 44,599 2,03005 17,33 3,52380 0,550
Pt- Cubic Fm-3m(225) 111 40,221 2,24036 9,16 3,88868 1,027 

Никелевые НТ имеют преимущественное направление роста (111), что также подтверждается 
большим соотношением пиков (111) на рентгеновских дифракционных спектрах. На рентгено-
грамме, записанной при углах дифракции 2θ < 35° и 2θ = 53°, присутствуют пики, характерные 
для пленки ПЭТФ [27]. На рентгенограмме присутствуют уширенные пики, характерные для 
дифракции наноразмерных объектов. Исследования рентгеновских спектров показывают, что 
НТ имеют гранецентрированную кубическую (ГЦК) структуру. Параметр решетки a составляет 
3,5176 ± 0,0007 Å, а средний размер кристаллитов – 17,5 ± 1,1 нм. 

У Ni@Au НТ на дифрактограмме образцов наблюдаются малоинтенсивные пики, характер-
ные для фазы ГЦК-Ni с параметром элементарной ячейки a = 3,5198 Å и фазы ГЦК-Au с параме-
тром a = 4,0626 Å, отличным от эталонного значения (a = 4,0780 Å) (PDF # 040784). Ni@Pt НТ 
имеют ГЦК-фазу Ni с параметром элементарной ячейки a = 3,52380 Å и фазы ГЦК-Pt с параме-
тром a = 3,88868 Å, отличным от эталонного значения (a = 3,92400 Å) (PDF # 03-065-2868). Для 
определения равномерности покрытия было проведено ЭДА-картирование поверхности Ni@Au 
и Ni@Pt НТ (рис. 4).

Результаты ЭДА-картирования показали, что атомное содержание Au и Ni в структуре со-
ставляет 18 и 82 % соответственно; атомное содержание Pt и Ni в структуре – 46 и 54 % соответ-
ственно. Прочие элементы на ЭДА-спектрах наблюдались в следовых количествах. Отсутствие 
солей и включений также подтверждается методом рентгеноструктурного анализа (рис. 2, d и f ).

Основные магнитные параметры и их изменения в результате нанесения покрытий из благо-
родных металлов определялись посредством анализа петлей гистерезиса для выделенных при 

Рис. 4. СЭМ-изображения Ni@Au (а) и Ni@Pt нанотрубок (d); ЭДА-карты в режиме детектирования никеля (b, e), 
золота (c) и платины ( f )

Fig. 4. SEM images of Ni@Au (a) and Ni@Pt nanotubes (d); EDA mapping in the mode of nickel (b, e), gold (c)  
and platinum ( f ) detecting
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стравливании полимерной мембраны порошков Ni, Ni@Au и Ni@Pt НТ. Петли гистерезиса при-
ведены на рис. 5.

Петли гистерезиса характерны для ферромагнитных материалов и хорошо согласуются  
с ранее полученными результатами [17]. Магнитные свойства – коэрцитивность и квадратичность 
петель гистерезиса для образцов НТ Ni и Ni@Au, Ni@Pt несколько различаются. И если петли 
для чистых Ni НТ и НТ, покрытых золотом, практически идентичны, незначительно отличаясь 
только в значении квадратичности (рис. 5, а и b и значения на них), то для покрытых платиной 
НТ наблюдается значительный парамагнитный вклад (вставка к рис. 5, c). Отличие в поведении 
магнитных петель Ni@Pt НТ от других объектов исследования связано с большим количеством 
парамагнитной платины, количество которой достигает 46 %, согласно ЭДА-исследованиям. Бо-
лее интересным видится увеличение коэрцетивности Ni@Pt НТ относительно чистых Ni НТ. Та-
кое изменение может быть связано как с образованием интерметаллических соединений NixPt1–x 
на интерфейсе никелевая НТ-платиновое покрытие, так и с изменением магнитного состояния 
поверхности Ni за счет покрытия их платиной.

Заключение. Магнитные нанотрубки типа «ядро–оболочка» длиной 8 ± 0,2 мкм и диаметром 
380 ± 20 нм были синтезированы простым двухстадийным методом, включающим электрохи-
мическое осаждение нанотрубок Ni в порах ионно-трековых шаблонов и их покрытие слоем на-
ноструктурированного золота или платины посредством восстановления благородного металла 
на поверхности никеля. Порошки никелевых, позолоченных и покрытых платиной нанотрубок 
были охарактеризованы методами СЭМ, ПЭМ, ЭДА, РФА и вибрационной магнитометрии. По-
казано, что слой золота представляет собой плотно осажденные наночастицы золота в кристал-
лической форме со сформированными неровностями на поверхности Ni с характеристическими 
размерами до 15 нм. Слой платины состоит из полусферических наростов кристаллической пла-
тины размерами до 100 нм, образующих плотный слой по всей поверхности нанотрубки. Маг-
нитное поведение полученных наноструктур типа «магнитное ядро–оболочка» имеет схожий  
с исходными нанотрубками характер. Некоторое различие в магнитных характеристиках обу-
славливается наличием парамагнитного покрытия на поверхности никелевых наноструктур. По-
лученные нанотрубки со структурой типа «магнитное ядро–оболочка из благородного металла» 
имеют потенциал для применения при детектировании химических и биологических соедине-
ний, в качестве магнитных носителей при доставке лекарств и генов, а также могут быть исполь-
зованы в качестве многоциклических катализаторов на магнитном носителе.
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А. А. Петрова1, Г. Аль-Нахар1

1Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь 
2НИИ физико-химических проблем Белорусского государственного университета, Минск, Беларусь

ПОЛУЧЕНИЕ ПОРОШКОВЫХ СПЛАВОВ СО СТРУКТУРОЙ ЧАСТИЦ  
ЯДРО–ОБОЛОЧКА БЕЗЭЛЕКТРОЛИЗНЫМ ОСАЖДЕНИЕМ ИЗ РАСТВОРОВ

Аннотация. Разработаны методы получения порошков двойных и тройных сплавов металлов (Cu–Sn, Cu–Zn, 
Ni–Cu–Zn, Ni–Sn–Zn, Cu–Fe, Ni–Cu–Fe, Ni–Cu, Ni–Cu–Al) со структурой частиц ядро–оболочка с использовани-
ем процессов либо контактного вытеснения (КВ) из растворов ионов меди, никеля, олова порошками олова, цинка, 
железа, либо химического осаждения (ХО) никеля из гипофосфитных растворов на смеси порошков меди и алю-
миния. Для каждой из изученных систем выявлены возможные соотношения металлов в порошковых продуктах. 
Определено, что долю металлов в порошках можно регулировать, варьируя длительность КВ или ХО, соотношение 
количеств реагентов, рН и концентрацию растворов. Выявлена возможность совместного восстановления ионов ни-
келя(II) и олова(II) порошком цинка или меди(II) и никеля(II) порошком железа с образованием тройных сплавов. 
Показано, что при протекании КВ происходит низкотемпературное образование интерметаллических фаз (систе-
мы Cu–Sn, Ni–Sn–Zn) и твердых растворов (системы Ni–Cu–Zn, Cu–Fe, Ni–Cu–Fe). В процессе ХО никеля из рас-
творов частицы исходных порошков покрываются рыхлыми или более-менее герметичными оболочками. При КВ  
в зависимости от природы металлов и длительности процесса образуются сферические частицы, компактные агре-
гаты в форме розеток или дендриты. Порошки, получаемые методами КВ и ХО, могут быть использованы для из-
готовления изделий конструкционного и инструментального (Cu–Sn, Cu–Zn, Ni–Cu–Zn, Ni–Sn–Zn, Cu–Fe, Ni–Cu, 
Ni–Cu–Al), антифрикционного (Ni–Cu–Fe, Ni–Cu) и электротехнического (Ni–Cu, Ni–Cu–Zn) назначения, а также  
в качестве твердых припоев (Cu–Zn, Ni–Sn–Zn).

Ключевые слова: контактное вытеснение, химическое осаждение, порошок, сплав, порошковая металлургия
Для цитирования. Получение порошковых сплавов со структурой частиц ядро–оболочка безэлектролизным 

осаждением из растворов / Т. Н. Воробьева [и др.] // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. хiм. навук. – 2020. – Т. 56,  
№ 4. – С. 408–418. https://doi.org/10.29235/1561-8331-2020-56-4-408-418 

T. N. Vorobyova1, O. N. Vrublevskaya2, A. A. Kudaka1, M. G. Galuza2, A. V. Kobets2, A. A. Petrova1, G. Al-Nakhar1

1Belarusian State University, Minsk, Belarus 
2Research Institute for Physical Chemical Problems of the Belarusian State University, Minsk, Belarus

ELECTROLESS DEPOSITION OF POWDERY ALLOYS WITH CORE–SHELL PARTICLES STRUCTURE 
FROM SOLUTIONS 

Abstract. Methods of binary and ternary powdery alloys (Cu–Sn, Cu–Zn, Ni–Cu–Zn, Ni–Sn–Zn, Cu–Fe, Ni–Cu–Fe, Ni–Cu, 
Ni–Cu–Al) preparation with core–shell particles structure have been developed using the processes either of copper, nickel, 
tin ions cementation from solutions with tin, zinc, iron powders or nickel chemical deposition from hypophosphite solutions 
on the mixtures of copper and aluminum powders. Metals quota in the powdery products can be controlled by varying the 
duration of cementation or chemical deposition, the ratio of reagents quantities, pH and concentration of solutions. The 
possibility of simultaneous reduction of nickel(II) and tin(II) ions with zinc powder or copper(II) and nickel(II) ions with 
iron powder with the formation of ternary alloys has been revealed. Low-temperature formation of intermetallic phases  
in Cu–Sn, Ni–Sn–Zn systems and solid solutions in Ni–Cu–Zn, Cu–Fe, Ni–Cu–Fe systems has been shown to occur during 
the cementation. The particles of the initial powders (Al, Cu) are coated with loose and more or less sealed shells during 
nickel chemical reduction from solutions. Spherical particles, flower-type compact aggregates or dendrites, depending on 
the nature of metals and processes duration, are formed during the cementation. The powders obtained by cementation and 
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chemical deposition from solutions can be used in the manufacture of products for structural and instrumental (Cu–Sn, Cu–
Zn, Ni–Cu–Zn, Ni–Sn–Zn, Cu–Fe, Ni–Cu, Ni–Cu–Al), antifriction (Ni–Cu–Fe, Ni–Cu) and electrical (Ni–Cu, Ni–Cu–Zn) 
applications, as well as solders (Cu–Zn, Ni–Sn–Zn).

Keywords: cementation, chemical deposition, powder, alloy, powder metallurgy
For citation. Vorobyova T. N., Vrublevskaya O. N., Kudaka A. A., Galuza M. G., Kobets A. V., Petrova A. A., Al-Nakhar 

G. Electroless deposition of powdery alloys with core–shell particles structure from solutions. Vestsi Natsyyanal’nai akademii 
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Введение. Порошковая металлургия (ПМ) – область науки и техники, охватывающая мето-
ды изготовления порошков металлов, сплавов, композиционных материалов и изделий из них 
без операций расплавления. При производстве изделий методами ПМ порошок металла или 
смесь порошков металлов и неметаллов помещают в форму, прессуют и спекают при температу-
рах существенно ниже температур плавления основных компонентов. Эти методы обеспечива-
ют получение изделий сложной формы с точными требуемыми размерами. В сравнении с метал-
лургическими технологиями методы ПМ менее энерго- и материалозатратны, позволяют исклю-
чить операции механических обработок готовых изделий и соответственно потери металлов при 
этих обработках. Более того, методами ПМ производят пористые проницаемые материалы для 
фильтров, самосмазывающиеся антифрикционные изделия, изделия из тугоплавких металлов, 
сплавов и их композитов с неметаллами, которые крайне трудно или невозможно изготовить 
традиционными методами [1–5].

Порошковые материалы в зависимости от их состава применяют для изготовления изделий 
различного назначения [1, 2, 4]. Так, изделия конструкционного и инструментального назначе-
ния изготавливают либо из порошковых сталей, в состав которых наряду с железом входят до-
бавки углерода и меди, либо из порошковых бронз или латуней, включающих помимо меди 
около 10 мас.% олова или 30 мас.% цинка, а также сплавы алюминия, меди, магния, титана и др.  
Эти порошки используют в станкостроении (зубчатые колеса, шатуны двигателей), приборо- 
и автомобилестроении (дверные замки, фильтры, втулки, дверные электромоторы, режущие  
и электроинструменты), изготовлении предметов медицинского назначения (хирургические ин-
струменты, имплантаты), бытовой техники и др. [4, 6].

Для продукции антифрикционного назначения востребованы порошки меди с добавками гра-
фита (до 5 мас.%), олова (до 10 мас.%) или же порошки железа (45–65 мас.%) с добавками меди 
(10–25 мас.%), иногда (до нескольких процентов) – олова и/или никеля. Из таких порошков из-
готавливают фрикционные диски, предохранительные муфты, подшипники скольжения, узлы 
трения, поршни, тормоза и другие изделия триботехники [4, 7].

Для изготовления деталей электротехнического назначения наиболее часто используют 
бронзографитовые порошки, содержащие 2–5 мас.% графита и 70–80 мас.% меди, остальное – 
олово, железо, никель [8]. Их применяют, например, в скользящих контактах электродвигателей, 
электрогенераторов, потенциометров.

При изготовлении изделий инструментального назначения в качестве высокотемпературных 
припоев востребованы порошки сплавов Cu–Zn, Ni–Sn, Zn–Ni–Sn [3, 9].

Порошки на основе металлов и сплавов получают механическим диспергированием метал-
лургических заготовок, распылением расплавов; различными физическими методами (напри-
мер, термическим испарением в вакууме или в атмосфере инертного газа под воздействием ин-
дукционного, лазерного, ионно-лучевого, электронно-лучевого нагрева), химическими методами 
высокотемпературного восстановления металлов из оксидов и солей, термического разложения 
соединений металлов (например, карбонилов). Возможно также получение металлических по-
рошков электрохимическим восстановлением, которое проводят из растворов солей металлов  
с низкой концентрацией и при высокой плотности тока [3, 5].

Главным недостатком всех перечисленных методов является сравнительно высокая стои-
мость металлических порошков, что в основном обусловлено необходимостью дорогостоящего 
оборудования для их получения. На сегодняшний день порошки металлов практически в полном 
объеме как в Беларуси, так и в России закупают за рубежом, при этом потребность в порошко-
вых материалах растет ежегодно [1–5].
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Более простым, экономичным и энергосберегающим методом получения металлических по-
рошков является восстановление металлов из растворов их солей безэлектролизными методами – 
контактным вытеснением (КВ) [10, 11] или химическим осаждением (ХО) [12]. Процессы КВ  
могут иметь другое важное практическое применение: они позволяют извлекать металлы из от-
работанных электролитов гальванических производств, используя для этого дешевое сырье – 
отходы металлообрабатывающей промышленности (порошки, пыль, стружки из железа, цинка, 
алюминия). Чтобы получать пригодный для использования продукт, необходимо управлять ки-
нетикой процессов КВ, располагать информацией о влиянии разных факторов на соотноше - 
ние металлов в получаемых порошках, их фазовый состав, размеры и морфологию поверхности 
частиц.

Особый научный и практический интерес представляет тот факт, что используя процессы 
восстановления из растворов ионов металлов на частицах металлических порошков-прекурсо-
ров, возможно получение структур типа ядро–оболочка, а также формирование интерметал-
лических фаз и твердых растворов непосредственно в процессе синтеза порошков [11, 13–15].

Цель данной работы – разработка методов получения порошков бинарных и тройных спла-
вов металлов со структурой частиц ядро–оболочка с использованием реакций КВ и ХО, а также 
определение влияния условий протекания процессов на соотношение металлов в порошках, их 
фазовый состав и морфологию частиц.

В данной работе обобщены результаты проводимых в последние годы на химическом фа-
культете и в НИИ физико-химических проблем Белорусского государственного университета 
исследований состава и структуры металлических порошков, получаемых методами КВ ионов 
меди(II), никеля(II), олова(II) из растворов с использованием в качестве металлов-цементаторов 
порошков железа, цинка или олова, а также ХО никеля на порошке меди.

Экспериментальная часть. Для получения порошков сплавов металлов безэлектролизными 
методами (КВ или ХО) в качестве исходных реагентов использовали высокодисперсные порош-
ки меди, олова, цинка, алюминия (содержание основного металла не менее 99,0 мас.%) и железа 
(97,0 мас.%) с размерами частиц от 1 до 10 мкм. Порошки погружали при перемешивании в рас-
творы солей восстанавливаемых металлов, составы которых, а также условия проведения реак-
ций представлены в табл. 1. Изученным системам исходный порошок металла–осаждаемый ме-
талл в таблице присвоены номера.

Т а б л и ц а  1. Составы растворов и условия синтеза порошков

T a b l e  1. Solutions compositions and conditions of powders synthesis

Номер  
системы

Исходный  
порошок

Осаждаемый  
металл Состав раствора, моль/дм3 Условия синтеза

1 Sn Cu CuSO4 0,03–0,06 рН < 2,0, Т = 20 °С, t = 0,5–20 мин
2 Zn Cu CuSO4 0,06–1,25 рН 6,0, Т = 18–22 °С, t = 1 мин
3

Zn Cu, Ni
CuSO4(стадия 1) 0,40 рН 1,6–3,0, Т = 50 °С, t = 0,5–10 мин
NiSO4(стадия 2) 0,05 рН 1,6, Т = 50, °С t = 5 мин

4
Zn Ni, Sn

NiCl2 0,84
рН 4,2, Т = 50 °С, t = 0,5–60 мин

SnCl2 0,18
5 Fe Cu CuSO4 0,13–0,50 рН 2,3, Т = 18–55 °С, t = 5–20 мин
6

Fe Cu, Ni
CuSO4 0,13

рН 2,3, Т = 18–22 °С, t = 5–10 мин
NiSO4 0,50

7
Cu Ni

NiCl2 0,08
рН 9,2, Т = 65–80 °С, t = 10–30 минNaH2PO2 0,23

NH3∙H2O 0,47
8

Al, Сu  
(по 50 мас.%) Ni

Ni(CH3COO)2 0,12
рН 6,2, Т = 60 °С, t = 15–60 минNaH2PO2 0,42

NH4Cl 0,02
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При проведении безэлектролизного осаждения 
варьировали длительность процесса (t), концентра-
цию солей, рН и температуру растворов (T), а в слу-
чае КВ – мольное (n) соотношение металла-цемента-
тора и ионов восстанавливаемого металла (т. е. массу 
порошка цементатора и объем раствора). Например, 
при получении порошков Ni–Sn–Zn (табл. 1, система 4) 
концентрация в растворе хлорида олова(II) была при-
мерно в 5 раз меньше, чем хлорида никеля(II); в рас-
твор добавляли фторид-ионы. Это позволяло сбли-
зить величину электродных потенциалов металлов  
и тем самым управлять скоростью реакции и соотно-
шением металлов в продукте КВ.

Полученные порошки отделяли от растворов, про-
мывали и сушили до постоянной массы. В случае си-
стем 1–6 (табл. 1) восстановление ионов меди(II), ни-
келя(II), олова(II) порошками олова, цинка, железа про-
текало по механизму КВ; в случае систем 7 и 8 ионы 
никеля(II) восстанавливались гипофосфит-ионами.

Содержание ионов металлов в растворах на разных стадиях КВ анализировали методами 
спектрофотометрии (УФ-ВИД спектрофотометр Halo VIS-20) и рентгенофлуоресцентного ана-
лиза (спектрометр Elvax Light SDD). Долю металлов в порошках определяли теми же методами, 
анализируя растворы, полученные при полном растворении порошков в смеси соляной кислоты 
и пероксида водорода, а также методом энергодисперсионного рентгеновского микроанализа 
(приставка Rontec к сканирующему электронному микроскопу LEO 1420). Размеры и форму ча-
стиц порошков изучали с помощью сканирующего электронного микроскопа (СЭМ) LEO 1420. 
Фазовый состав порошков определяли с использованием дифрактометра ДРОН-3.0.

Результаты и их обсуждение. Порошки Cu–Sn, перспективные для изделий конструкцион-
ного и инструментального назначения, а также для изготовления паяльных паст, получены вос-
становлением ионов меди(II) порошком олова из раствора CuSO4 (табл. 1, система 1). Подкисле-
ние раствора необходимо для предотвращения гидролиза соединений металлов. Выявлено, что 
процесс КВ замедляется после 3–5 мин и практически прекращается к 10–20 мин (рис. 1).

Долю меди в порошках можно варьировать от 65 до 92 ат.%, задавая нужную длительность 
процесса КВ. Обнаружено, что порошковые продукты содержат фазы индивидуальных металлов, 
а также интерметаллидов δ-Cu41Sn11 и ξ-Cu10Sn3 (табл. 2).

При протекании КВ в течение 1 мин на поверхности округлых зерен олова размером от 1 до 
10 мкм (рис. 2, a) появляется множество частиц меди величиной 50–750 нм. В течение 5 мин во-
круг зерен олова формируется сплошная оболочка частиц меди, имеющих размер 300–1000 нм 
(рис. 2, b). Нередко эта оболочка пустая внутри.

Т а б л и ц а  2. Элементный и фазовый состав полученных порошков
T a b l e  2. Elemental and phase composition of the powders obtained

Номер системы Полученный порошок Доля металлов в порошке, ат.% Фазовый состав порошка

1 Cu–Sn 65–92 Cu, 35–8 Sn Cu, β-Sn, δ-Cu41Sn11, ξ-Cu10Sn3, следы CuO
2 Cu–Zn 3–84 Cu, 97–16 Zn Сu, Zn, cледы CuO и ZnО
3 Ni–Cu–Zn 1–8 Ni, 69–98 Cu, 2–24 Zn Твердые растворы Cu в Zn и Zn в Cu, Cu5Zn8, 

NiZn3, следы CuO
4 Ni–Sn–Zn 42–47 Ni, 43–32 Sn, 15–21 Zn Ni, β-Sn, NiZn3, Ni3Sn4, Ni3+хSn4Zn, Ni3Sn
5 Cu–Fe 83–97 Cu, 17–3 Fe Cu, Fe, твердый раствор Cu в Fe
6 Ni–Cu–Fe 30 Ni, 60 Cu, 10 Fe Cu, Fe, твердые растворы Cu в Fe и Ni в Fe
7 Ni–Cu 95–98 Cu, 5–2 Ni Cu, примесь CuO
8 Cu–Ni–Al 6 Ni, 90 Cu, 4 Al Cu, Ni, следы СuO и Al
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Рис. 1. Зависимость концентрации ионов Cu2+ (1) 
и Sn2+ (2) от длительности КВ  

(T = 20 °С; n(Sn) : n(Cu2+) = 1 : 1)

Fig. 1. Dependence of Cu2+ (1) and Sn2+ (2)  
ions concentration on the cementation duration  

(Т = 20 °С; n(Sn) : n(Cu2+) = 1 : 1)
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Порошки Cu–Zn, востребованные для деталей конструкционного и инструментального на-
значения, а также для получения твердых припоев, получены методом КВ ионов Cu2+ порошком 
цинка (табл. 1, система 2). Выявлено, что этот процесс протекает очень быстро и уже после 1 мин 
содержание металлов в порошках и их ионов в растворах практически перестает изменяться. 
Варьирование концентрации CuSO4 и длительности процесса КВ позволяет получать порошки  
с содержанием цинка от 3 до 95 ат.%. Остаточная концентрация ионов Cu2+ в результате проведе-
ния КВ может быть уменьшена до 1,0∙10–4 моль/дм3, что свидетельствует о возможности доста-
точно полного извлечения ионов металла из раствора и перспективности использования КВ для 
извлечения меди из отработанных электролитов меднения с получением ценного порошкового 
продукта.

Порошки Cu–Zn включают кристаллические фазы меди, цинка, а также примесные количе-
ства оксидов металлов (табл. 2). В результате их прогрева в течение 2 ч при 400 °С появляется 
фаза интерметаллида Cu5Zn8. Важно подчеркнуть, что при прогреве в тех же условиях смеси 
порошков чистых меди и цинка указанный интерметаллид не образуется.

Исходный порошок цинка до погружения в раствор сульфата меди состоит из сферических 
зерен размером 0,2–4,5 мкм (рис. 3, а). В процессе КВ на их поверхности появляются частицы 
меди размером 60–1000 нм. Их количество постепенно возрастает, и при содержании меди в по-
рошке около 97 ат.% они образуют рыхлую хлопьевидную оболочку вокруг зерен цинка, иногда 
полую внутри (рис. 3, b и c). Продукт содержит также отдельные частицы меди в виде хлопьев.

Порошки Ni–Cu–Zn перспективны не только как конструкционные материалы с повышенной 
коррозионной стойкостью, но и для изготовления электроконтактов или токопроводящих доро-
жек. В последнем случае важно, чтобы никель покрывал частицы меди оболочкой, защищающей 
от коррозии, но существенно не снижающей электропроводность меди, а доля цинка была не-
велика. Такие порошки получены двухстадийным синтезом (табл. 1, система 3). На первой стадии  
проводится КВ меди(II) из раствора CuSO4 порошком цинка; на второй полученный порошок 

      
а                                                          b

Рис. 2. СЭМ-изображения частиц порошков: a – Sn; b – Cu–Sn (t = 5 мин; n(Sn) : n(Cu2+) = 1 : 1)

Fig. 2. SEM images of particles in powders: a – Sn; b – Cu–Sn (t = 5 min; n(Sn) : n(Cu2+) = 1 : 1)

 

                               
                                  a                                                      b                                                    c

Рис. 3. СЭМ-изображения частиц в порошках: Zn (а); Cu–Zn с содержанием цинка 95 ат.% (b) и 2 ат.% (c) 

Fig. 3. SEM images of particles in powders: а – Zn; b – Cu–Zn (95 at.% Zn); с – Cu–Zn (2 at.% Zn)
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Cu–Zn обрабатывается в течение 5 мин в растворе сульфата никеля. Функцию восстановителя 
металлов на обеих стадиях выполняет цинк.

Установлено, что наибольшее содержание никеля в порошках (от 5 до 8 ат.%) достигается при 
использовании кислых растворов (рН 1,6) и длительности КВ от 30 с до 5 мин. Доля меди при 
этом составляет 77–98 ат.% и возрастает при увеличении длительности процесса и рН растворов. 
Отметим, что при использовании на первой стадии синтеза двукратного избытка порошка цинка 
доля этого металла в конечном продукте может достигать 14–24 ат.%.

В процессе получения порошков Ni–Cu–Zn происходит образование преимущественно твер-
дых растворов на основе меди и цинка, а также интерметаллидов Cu5Zn8 и NiZn3 (табл. 2).  
Порошки состоят из округлых или палочкообразных частиц с размерами около 1 мкм, образу-
ющих рыхлые разветвленные агрегаты (рис. 4, a), иногда в форме дендритов (рис. 4, b), что важ-
но при использовании в качестве электротехнических материалов.

Порошки Ni–Sn–Zn, пригодные для наплавки покрытий и в качестве припоев, получены со-
вместным восстановлением никеля(II) и олова(II) порошком цинка из раствора при соотноше-
нии реагентов n(Zn) : n(Ni2+) : n(Sn2+) = 1 : 1 : 0,2 (табл. 1, система 4). Определено, что процесс КВ 
протекает очень быстро и уже после 0,5 мин пребывания порошка цинка в растворе, нагретом до 
50 °С, состав порошкового продукта мало меняется. Продукт КВ содержит 42–47 ат.% никеля, 
15–21 ат.% цинка, 43–32 ат.% олова (табл. 2).

Порошки Ni–Sn–Zn содержат кристаллические фазы индивидуальных металлов (Ni, β-Sn), 
бинарных интерметаллидов (Ni3Sn4, Ni3Sn, NiZn3) и тройного интерметаллида Ni3+хSn4Zn (рис. 5, a), 
который в литературе условно обозначается τ1 [16, 17]. Для сравнения отметим, что при получе-
нии порошков Ni–Sn–Zn в две стадии аналогично способу, описанному для порошков Ni–Cu–Zn 
(табл. 1, система 3), интерметаллид τ1 в порошковых продуктах не обнаруживается [18]. Он обра-
зуется лишь при прогреве порошков выше 200 °С [19].

Порошки Ni–Sn–Zn состоят из зерен цинка, покрытых оболочкой из кристаллов металлов, 
осаждаемых в виде многоэтажной структуры. В процессе КВ оболочка разрастается, зерна объе-
диняются в агломераты размером до 40–50 мкм, которые в свою очередь срастаются друг с дру-
гом с образованием структур типа розеток, именуемых в зарубежной литературе «flower-type» 
(рис. 5, b).

Порошки Cu–Fe, востребованные как материалы конструкционного назначения, получены 
обработкой порошка железа в растворах сульфата меди при n(Fe) : n(Cu2+) = 1 : 1 (табл. 1, система 5). 
Анализ растворов КВ показал, что за 5 мин протекания процесса при 18 °С концентрация ионов 
Cu2+ быстро уменьшается от 0,50 до 0,32–0,38 моль/дм3 в зависимости от рН раствора. Далее 
процесс сильно замедляется и к 15–20 мин практически прекращается; остаточная концентрация 
ионов меди в растворе составляет 0,27–0,34 моль/дм3 (минимальна при рН 2,3). При 55 °С реакция 
завершается за 3 мин, а остаточная концентрация ионов Cu2+ в растворе составляет 0,04 моль/дм3.

 

а                                                             b

Рис. 4. СЭМ-изображения частиц порошка Ni–Cu–Zn, содержащего: a – 2 ат.% никеля  
и 20 ат.% цинка; b – 8 ат.% никеля и 15 ат.% цинка

Fig. 4. SEM images of particles in Ni–Cu–Zn powder containing: a – 2 at.% of nickel and 20 at.%  
of zinc; b – 8 at.% of nickel and 13 at.% of zinc
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В зависимости от температуры и рН раствора можно получать порошки с содержанием желе-
за от 3 до 17 ат.%. Порошки с более высоким содержанием этого металла можно получать, умень-
шая длительность процесса КВ. В порошковых продуктах присутствуют кристаллические фазы 
железа и меди и твердые растворы меди в железе (табл. 2). Частицы исходного порошка железа 
имеют округлую форму и средний размер около 0,6 мкм. В результате осаждения меди их раз-
мер увеличивается до 1 мкм и частицы порошка приобретают форму рыхлых сферолитов, име-
ющих средний размер около 1 мкм.

Порошки Ni–Cu–Fe, перспективные для изготовления изделий антифрикционного назначе-
ния, получены обработкой порошка железа в растворе, содержащем сульфаты меди и никеля при 
соотношении реагирующих компонентов n(Fe) : n(Cu2+) : n(Ni2+) = 5 : 1 : 4 (табл. 1, система 6). 
Определено, что процесс КВ к 10 мин при 18–22 °С практически прекращается. При этих услови-
ях порошковый продукт содержит 14 ат.% Fe, 84 ат.% Cu и 2 ат.% Ni. Задавая меньшее время про-
текания КВ, долю железа можно существенно увеличивать и получать порошок для изделий 
конструкционного назначения. В состав порошков входят кристаллические фазы железа и меди, 
а также твердые растворы меди или никеля в железе (табл. 2).

На начальных стадиях совместного восстановления ионов меди(II) и никеля(II) зерна железа 
обрастают тончайшими палочкообразными кристаллами из восстанавливаемого металла, а их 
поверхность становится пористой (рис. 6, а). На более поздних стадиях образуются сферолиты  
в форме розеток (рис. 6, b).

Порошки Ni–Cu получены химическим восстановлением ионов никеля гипофосфит-ионами 
на частицах порошка меди (табл. 1, система 7). Отметим, что медь не катализирует окисление 
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Рис. 5. Рентгенограмма (а) и СЭМ-изображение частиц (b) порошка Ni–Sn–Zn, полученного при t = 30 мин

Fig. 5. X-ray diffraction pattern (а) and SEM image of particles (b) in Ni–Sn–Zn powder obtained for t = 30 min

                                            а                                                              b

Рис. 6. СЭМ-изображения частиц порошка Ni–Cu–Fe, полученного при длительности КВ 1 мин (а) и 5 мин (b)

Fig. 6. SEM images of particles in Ni–Cu–Fe powder obtained at cementation duration of 1 min (а) and 5 min (b)
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гипофосфит-ионов и соответственно процесс химического восстановления никеля [12]. Для ини-
циирования восстановления никеля(II) подобраны состав раствора, температура и соотношение 
массы порошка к объему раствора, при которых никель(II) восстанавливается на поверхности 
частиц порошка. Предполагается, что введение в раствор порошка с большой площадью поверх-
ности обеспечивает ускорение обычно медленно протекающего процесса самопроизвольного об-
разования наночастиц никеля в объеме раствора. Эти частицы, адсорбируясь на поверхности зе-
рен порошка меди, обеспечивают дальнейшее восстановление никеля(II). Важно отметить, что 
раствор при этом не разлагается и процесс осаждения никеля на частицах меди можно прекра-
тить на любой его стадии.

В зависимости от длительности ХО и температуры раствора никелирования (65–80 °С) содер-
жание никеля в порошках варьируется в пределах 2–5 ат.%. Результаты фазового анализа пока-
зывают, что в состав порошков входят кристаллическая медь и примесь CuO, а кристаллический 
никель не обнаружен.

По данным СЭМ исследования в процессе осаждения никеля из раствора происходит замет-
ное увеличение размеров наиболее мелких частиц порошка меди (рис. 7, а). Так, частицы меди 
размером 150–300 нм исчезают и вместо них появляются частицы диаметром 0,5–1,0 мкм, не 
характерные для порошка меди. Они покрывают в виде рыхлой оболочки более крупные зерна 
меди размером 2–5 мкм (рис. 7, b).

Получаемые порошки Ni–Cu могут представлять интерес для изготовления изделий кон-
струкционного, инструментального и триботехнического назначения, а также в качестве напол-
нителей токопроводящих паст и клеев, поскольку состоят из частиц меди, защищенных от кор-
розии оболочкой из никеля.

Факт более высокой устойчивости к коррозии подтвержден результатами испытаний по-
рошков в растворах серной кислоты и хлорида натрия. Так, накопление ионов меди в 0,05 М рас-
творе H2SO4 при обработке в нем порошка Ni–Cu практически прекращается через двое суток 
испытаний, в то время как исходный порошок меди продолжает растворяться при испытаниях 
до 2 недель и более. Концентрация ионов меди в данной коррозионной среде уже к моменту пре-
кращения растворения порошка Ni–Cu (вторые сутки) на 30 % меньше, чем при испытаниях по-
рошка меди.

При выдерживании порошка Ni–Cu в 1 М растворе NaCl ионы меди в коррозионной среде не 
обнаружены даже после 2 недель испытаний. В то же время появление голубой окраски, харак-
терной для ионов Cu2+, наблюдается уже через 20 мин после погружения в этот раствор исходно-
го порошка меди. Негерметичность оболочки из никеля вокруг частиц порошка меди, по-види-
мому, является не существенным фактором для защиты от коррозии, поскольку доминирует 
электрохимический механизм катодной поляризации меди никелем.

Порошки Ni–Cu–Al, востребованные для изготовления изделий конструкционного и инстру-
ментального назначения, получены химическим осаждением никеля из слабокислого гипофос-
фитного раствора никелирования на смесь порошков меди и алюминия, взятых в массовом соот-

 

а                                                             b

Рис. 7. СЭМ-изображения частиц порошков: a – Cu; b – Cu–Ni (T = 75 °C; t = 5 мин)

Fig. 7. SEM images of particles in powders: a – Cu; b – Cu–Ni (T = 75 °C; t = 5 min)
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ношении 1 : 1 (табл. 1, система 8). В данном случае окисление гипофосфит-ионов катализирует 
никель, осаждаемый на частицах как алюминия, так и меди по механизму КВ. В случае порошка 
меди процесс КВ инициируется по механизму внутреннего электролиза (контактом с алюмини-
ем, который более электроотрицателен, чем медь и никель).

Алюминий в данной системе расходуется не только на процесс КВ, но и на окисление ионами 
водорода в слабокислом растворе, интенсифицируемое контактом с более электроположитель-
ными металлами. В результате частицы алюминия практически исчезают, а образующиеся ча-
стицы микронных размеров срастаются в дендриты и разветвленные агрегаты протяженностью 
до 20 мкм. Получаемые порошки включают медь, никель и алюминий (90; 6 и 4 ат.% соответ-
ственно; см. табл. 2).

Заключение. Показано, что с использованием безэлектролизного восстановления (КВ или 
ХО) ионов металлов из растворов на частицах порошков олова, цинка, железа, алюминия можно 
получать порошки двойных и тройных сплавов металлов (Cu–Sn, Cu–Zn, Ni–Cu–Zn, Ni–Sn–Zn, 
Cu–Fe, Ni–Cu–Fe, Ni–Cu, Ni–Cu–Al) со структурой частиц ядро–оболочка. Определено, что 
долю металлов в порошках можно регулировать в широких пределах, варьируя длительность 
процессов КВ или ХО, соотношение количеств реагентов, рН и концентрацию растворов. Пока-
зано, что при протекании процессов КВ из растворов происходит низкотемпературное образова-
ние сплавов, в состав которых помимо индивидуальных металлов входят интерметаллические 
фазы (системы Cu–Sn, Ni–Sn–Zn) и твердые растворы (системы Ni–Cu–Zn, Cu–Fe, Ni–Cu–Fe). 
Формируемые при осаждении металлов на частицах исходного порошка оболочки могут быть 
рыхлыми, пористыми или довольно герметичными. Частицы порошкового продукта в зависимо-
сти от природы металлов и длительности КВ и ХО имеют форму сфер, розеток, дендритов. Эле-
ментный, фазовый состав и структура порошков, получаемых безэлектролизным восстановле-
нием ионов металлов из растворов, свидетельствуют о возможности их использования для изго-
товления изделий конструкционного и инструментального (Cu–Sn, Cu–Zn, Ni–Cu–Zn, Ni–Sn–Zn, 
Cu–Fe, Ni–Cu, Ni–Cu–Al), антифрикционного (Ni–Cu–Fe, Ni–Cu) назначения, в качестве напол-
нителей электропроводящих клеев и паст (Ni–Cu, Ni–Cu–Zn), а также твердых припоев (Cu–Zn, 
Ni–Sn–Zn).
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ЭЛЕКТРОКИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ГЕЛЕЙ ФОСФАТОВ КАЛЬЦИЯ

Аннотация. Электрокинетические свойства гелей фосфатов кальция – дикальцийфосфата дигидрата (брушит), 
трикальцийфосфата, гидроксиапатита – определяли в различных средах. Диапазон полученных значений ζ-потенци-
алов от –29 до +21 мВ указывает на способность частиц фосфатов кальция к адсорбции как катионов (Mg2+, Ca2+), так 
и анионов (OH–, NO3

–, CO3
2–, HPO4

2–). Значения ζ-потенциалов дикальцийфосфата дигидрата смещены в положи-
тельную область на 2–9 мВ относительно таковых для гидроксиапатита, а ζ-потенциалы трикальцийфосфата и гидро- 
ксиапатита отличаются незначительно на 1–3 мВ вследствие их апатитовой природы. В процессе созревания гидрок-
сиапатита абсолютные значения ζ-потенциалов частиц увеличиваются от +6 до +22 мВ либо от –19 до –27 мВ, что 
обусловлено уменьшением содержания Ca2+ в маточном растворе, а не увеличением соотношения Ca/P дисперсной 
фазы. Согласно полученным данным, электрокинетические свойства частиц фосфатов кальция в большей степени 
определяются их кристаллической структурой, и в меньшей – Ca/P соотношением.
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ELECTROKINETIC PROPERTIES OF COLLOID CALCIUM PHOSPHATE

Abstract. Electrokinetic properties of colloid calcium phosphates, i. e. dicalcium phosphate dihydrate (brushite), tricalcium 
phosphate, hydroxyapatite, have been determined in different media. Obtained ζ-values ranging from -29 to +21 mV indicate the 
ability of calcium phosphate particles to adsorb both cations (Mg2+, Ca2+) and anions (OH–, NO3

–, CO3
2–, HPO4

2). Dicalcium 
phosphate dihydrate ζ-potential values are positively shifted by 2–9 mV as compared to that of hydroxyapatite, and ζ-potentials of 
tricalcium phosphate and hydroxyapatite differ slightly by 1–3 mV owing to its apatitic nature. During the maturation of hydro-
xyapatite, its absolute ζ-potential values are gradually increased from +6 to +22 mV and from –19 до –27 mV due to the lowering 
of Ca2+ content in mother solution rather than an increase of Ca/P molar ratio of dispersed phase. According to the data obtained, the 
electrokinetic properties of calcium phosphate particles are rather determined by their crystal structure than by Ca/P molar ratio.

Keywords: electrokinetic properties, ζ-potential, colloid calcium phosphate, hydroxyapatite, tricalcium phosphate, dical-
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Введение. Электрокинетические явления [1] определяют процессы образования биологиче-
ских структур [2], в том числе костной ткани [3], а также взаимодействие биоматериалов с физио-
логической средой организма [4]. Поэтому значительное внимание уделяется исследованию 
электрокинетических свойств природных и синтетических фосфатов кальция, особенно гидрок-
сиапатита (ГА), который является основным компонентом минеральной составляющей костной 
ткани [5].
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В водной среде поверхность частиц апатитов представлена слоем подвижных гидратирован-
ных ионов [6]. Принято считать, что подвижность ионов поверхностного слоя определяет такие 
свойства апатитов, как высокая ионная проводимость. Состав поверхностного слоя частиц апати-
тов отличается от такового в объеме, поскольку меняется в зависимости от величины pH и ион-
ного состава [7] дисперсионной среды. Изменение состава поверхностного слоя может привести 
к непредсказуемому смещению величины ζ-потенциала частиц апатита, причем степень такого 
смещения зачастую зависит от времени предварительного выдерживания в среде измерения [8]. 
Изменение условий синтеза и выделения фосфатов кальция приводит к изменению структуры  
и состава поверхностного слоя и соответственно смещению величин ζ-потенциалов [2].

Электрокинетические свойства природных и синтетических фосфатов кальция описаны в до-
статочно большом числе работ [9, 10], которые характеризуются невоспроизводимостью и вза-
имным несоответствием, что может быть связано с высокой чувствительностью значений ζ-по-
тенциалов к условиям синтеза, выделения и исследования. Следовательно, конкретные экспери-
ментальные значения ζ-потенциалов теряют свою ценность, в отличие от динамики изменения 
этих значений в разных условиях. На невоспроизводимость значений ζ-потенциалов могут вли-
ять различные приближения, такие как приближение о равномерном распределении поверхност-
ных зарядов [9]. Например, в кристаллической структуре ГА а-плоскость несет положительный 
заряд, а с-плоскость – отрицательный, что обуславливает возможность притяжения частиц ГА  
с одинаковым суммарным зарядом за счет взаимодействия противоположно заряженных граней. 
Однако при измерении ζ-потенциалов приближение о равномерном распределении зарядов явля-
ется необходимым, поскольку электрофоретические методы анализа не позволяют изучать столь 
тонкие уровни распределения зарядов.

Известно, что поверхность частиц апатитов может иметь как положительный [11], так и отри-
цательный [12, 13] заряды во всем диапазоне pH стабильности ГА [4–11], что указывает на широ-
кий диапазон возможных положений изоэлектрической точки (ИЭТ) [14]. В отсутствие неиндиф-
ферентных ионов, способных к сорбции на поверхности частиц фосфатов кальция, положение 
ИЭТ совпадает с положением точки нулевого заряда (ТНЗ), когда суммарный поверхностный заряд 
частицы равен нулю. Как правило, положение ИЭТ определяют с использованием электрофоре-
тического анализа, а положение ТНЗ – потенциометрическим титрованием. Для апатитов име-
ются данные [10] о достижении ТНЗ при pH 4,7–8,2 и при pH 12,0, что указывает на достаточно 
сложный характер распределения поверхностных зарядов частиц фосфатов кальция.

Цель данной работы – систематическое исследование электрокинетических свойств гелей фос-
фатов кальция в различных средах, а также изучение динамики электрокинетических свойств 
ГА в ходе созревания.

Экспериментальная часть. Объектами исследования являлись 5–10 мас.% гели фосфатов 
кальция: дикальцийфосфат дигидрат CaHPO4·2H2O (ДКФД, брушит) с pH 6,9; апатитный три-
кальцийфосфат (ТКФ) Ca9HPO4(PO4)5OH [15] с pH 7,4; стехиометрический ГА Ca10(PO4)6(OH)2  
с pH 7,2; гель ГА в различные (от 30 мин до 7 сут) промежутки времени созревания с pH 11,0.

Синтезы фосфатов кальция осуществляли по известным методикам [5, 16] из растворов CaCl2 
и (NH4)2HPO4 при комнатной температуре. Осаждение ДКФД проводили при pH 6 и мольном соот-
ношении Ca/P 1,00; ТКФ – при pH 9 и Ca/P 1,50; ГА – при pH 11 и Ca/P 1,67. После смешивания 
растворов реакционную смесь выдерживали 30 мин при перемешивании. Гели ДКФД и ТКФ отде-
ляли от маточного раствора на фильтре и промывали дистиллированной водой, а осадок ГА вы-
держивали под маточным раствором в течение 7 сут и промывали декантацией до величины  
pH 7,0–7,2. Для их идентификации образцы высушивали при 60 °С и термообрабатывали при 800 °С.

Промежуточные фазы ГА выделяли в различные моменты выдерживания геля ГА под маточ-
ным раствором в течение от 30 мин до 7 сут. Для идентификации промежуточных фаз ГА аликво-
ту геля отделяли на фильтре, промывали дистиллированной водой до нейтрального значения 
pH, затем 2–3 раза этиловым спиртом и высушивали при 400 °С для обезвоживания и стабилиза-
ции химического состава фосфатов кальция [17].

Фосфаты кальция исследовали с помощью ИК-спектроскопии на ИК-Фурье-спектромет- 
ре Tensor-27 (Bruker, Германия) в диапазоне 400–4000 cм–1 с использованием таблеток бромида 



        Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2020. Т. 56, № 4. C. 419–428 421

калия. Рентгенофазовый анализ (РФА) проводили на дифрактометре ADVANCE D8 (Bruker, Гер-
мания) при СuКα 1,5405 Å с использованием баз данных ICDD PDF-2.

Размер частиц и величину ζ-потенциала измеряли методом динамического рассеяния света  
с использованием анализатора Zetasizer Nano-ZS (Malvern, Великобритания). Гели фосфатов 
кальция разбавляли в 10-2 М среде измерения в объемном соотношении 2:100 и подвергали ульт-
развуковой обработке в ультразвуковой ванне (ПСБ-Галс, Россия) при 35 кГц в течение 2 мин.  
В качестве сред измерения использовали фосфатные буферы (pH 5,7; 6.4; 7,0; 7,9); карбонатный 
буфер (pH 9,3); раствор NaNO3 (величину pH регулировали с помощью HNO3 и NaOH от 5,0 до 
9,0); трис/уксусная кислота (pH 7,5); глюконат кальция/трис/уксусная кислота (pH 7,5); модель-
ный раствор Simulated Body Fluid (SBF, pH 7,4). Модельный раствор SBF, имитирующий ионный 
состав физиологической среды организма, готовили по известной методике [18].

Результаты исследований и их обсуждение. Синтезированные ГА и ТКФ после высушива-
ния (рис. 1, а, кривые 1 и 2) на ИК-спектрах имеют характеристические полосы апатита при 1090, 
1040, 956 см–1 и 603, 565, 472 см–1 валентных асимметричных, валентных симметричных и де-
формационных колебаний OPO [15, 19]; при 3570 и 633 см–1 валентных и либрационных колеба-
ний OH. На ИК-спектре ТКФ плечо полосы при 876 см–1 относится к валентному колебанию 
PO(H). Согласно полученным данным, состав образца ТКФ после высушивания можно описать 
формулой апатитного ТКФ [15]. Характеристические полосы ДКФД [20] представлены на 

 

a b

1 – ГА; 2 – ТКФ; 3 – ДКФД 

c d

 
Время выдерживания (сут): 1 – 0,021 (30 мин); 2 – 0,063 (1,5 ч); 3 – 1; 4 – 2; 5 – 4; 6 – 7

Рис. 1. ИК-спектры после 60 °С (a) и 400 °С (c) и дифрактограммы после 60 °С (b) и 800 °С (b, d) образцов фосфатов 
кальция (a, b) и промежуточных форм ГА (c, d)

Fig. 1. IR spectra after 60 °С (a) and 400 °С (c) and XRD patterns after 60 °С (b) and 800 °С (b, d) of the calcium phosphate 
samples (a, b) and hydroxyapatite intermediates (c, d)
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ИК-спектре (рис. 1, а, кривая 3) валентными и деформационными колебаниями (P)OH при 2950 см–1 
(плечо) и 1222 см–1; валентными и деформационными колебаниями OPO при 1127, 1060, 1006, 
986 см–1 и 665, 576, 526 см–1; валентными колебаниями PO(H) при 876 см–1. Кристаллогидратная 
вода ДКФД представлена полосами валентных при 3545/3488 и 3276/3169 см–1, деформационных 
при 1651 см-1 и либрационных при 795 см–1 колебаний HOH.

По данным РФА, образцы ТКФ и ГА после высушивания представлены аморфизированным 
апатитом [15, 19] с размером кристаллитов 8–12 нм (рис. 1, b, кривые 1, 2), а дифрактограмма 
ДКФД содержит хорошо разрешенные рефлексы кристаллической фазы [21] с размером кри-
сталлитов около 30 нм (рис. 1, b, кривая 3). Для определения мольного отношения Ca/P амор-
физированных фаз и идентификации фосфатов кальция, образцы термообрабатывали при 800 °С 
в течение 5 ч [15]. После термообработки образцов происходила кристаллизация ГА [18] и превра-
щение апатитного ТКФ в β-ТКФ Ca3(PO4)2 [15], а ДКФД – в β-пирофосфата кальция Ca2P2O7 [22].

В процессе выдерживания ГА под маточным раствором на протяжении 7 сут отбирали 
аликвоты осадка и идентифицировали для установления изменения отношения Ca/P апатита. На 
ИК-спектрах промежуточных форм ГА (рис. 1, c) после прогрева при 400 °С наблюдали характе-
ристические полосы апатита (3570, 1090, 1040, 956, 633, 603, 565, 472 см–1), что свидетельствует  
о преобладании апатитных фаз при созревании ГА. Установлено, что в первые сутки созревания 
осадка отношение Ca/P образцов отклонялось от стехиометрического (1,67), что подтверждается 
присутствием на ИК-спектрах полосы колебаний POH (876 см–1) и полосы колебаний POP  
(723 см–1), характеристической для иона P2O7

4- [23].
На дифрактограммах промежуточных форм ГА (рис. 1, d) после термообработки присутство-

вали рефлексы однофазного β-ТКФ (30 мин), смеси ГА/β-ТКФ (1,5 ч) и однофазного ГА (1–7 сут). 
Образование смеси ГА/β-ТКФ происходит в результате разложения нестехиометрического ГА 
Ca10–x(HPO4)x(PO4)6–x(OH)2–x [15], что согласуется с данными ИК-спектроскопии об отклонении 
отношения Ca/P апатита от стехиометрического.

Поскольку в начальный момент созревания образуется апатитный ТКФ (Ca/P 1,50), в маточ-
ном растворе остаются избыточные ионы Ca2+, которые со временем способствуют увеличению 
отношения Ca/P в ГА. Полученные данные свидетельствуют, что процесс формирования струк-
туры ГА сопровождается постепенным увеличением отношения Ca/P в соответствии со схемой 
превращений [15]:

 
2Ca ,OH

9 4 4 5 10 4 4 6 2Ca HPO (PO ) OH Ca (HPO ) (PO ) (OH)x x x х
+ −+

− − −→ ×   
2Ca ,OH

10 4 6 2Ca (PO ) (OH) .
+ −+×→

.По данным динамического рассеяния света, размер частиц геля ДКФД составляет 450–1400 нм,  
а после ультразвуковой обработки в течение 1 и 2 мин увеличивался до 450–3500 и 850–3100 нм 
соответственно. Частицы гелей апатитного ТКФ и ГА были представлены фракциями по разме-
рам от 1000–4000 до 4000–8000 нм с преобладанием фракции мелких частиц. Размер частиц 
апатитов под действием ультразвука уменьшался: после 1 мин размер частиц составляет 270–
2730 нм, а после 2 мин – 360–900 нм, что свидетельствует о разрушении агломератов частиц 
апатитов и уменьшении распределения частиц по размерам.

Установлено, что в неиндифферентных средах средние значения ζ-потенциалов фосфатов 
кальция принимали значения от –29 до +10 мВ (рис. 2). В фосфатном буфере и в растворе NaNO3/
NaOH наблюдаемые величины имели отрицательные значения (от –29 до –8 мВ), что связано со 
специфической адсорбцией анионов (H2PO4

–, HPO4
2–, OH–, NO3

–) частицами фосфатов кальция. 
Причем наибольшее влияние на ζ-потенциалы частиц оказывали ионы HPO4

2–, H2PO4
–, которые 

входят в состав фосфатного буфера. В среде глюконат кальция/трис наблюдали положительные 
ζ-потенциалы частиц (около +6 мВ), что свидетельствует о выраженной способности фосфатов 
кальция к адсорбции катионов Ca2+. Преимущественную адсорбцию катионов частицами фосфа-
тов кальция наблюдали также в растворе SBF (от +8 до +10 мВ), который содержит большое ко-
личество различных ионов (Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Cl–, HCO3

–, HPO4
2–, SO4

2–) в физиологических 
концентрациях. Известно, что процесс формирования минеральной составляющей костной ткани 
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человека – биогенного апатита (Ca/P 1,64–1,69) 
включает в себя промежуточное образова-
ние ДКФД и апатитного ТКФ [24]. Поэтому 
увеличение соотношения Ca/P при образова-
нии биогенного апатита может быть связано  
с пред почтительной адсорбцией катионов ча-
стицами фосфатов кальция, которая наблю-
далась экспериментально.

Значения ζ-потенциалов ДКФД в неин- 
дифферентных средах сдвинуты в положи-
тельную область на 2–9 мВ относительно 
таковых для ГА (рис. 2), что указывает на 
меньшую способность ДКФД к адсорбции 
анионов и в большую – к адсорбции катио-
нов. В случае ТКФ отличия от ГА в различ-
ных средах носят неявный характер и разница 
между величинами ζ-потенциалов невелика 
(1–3 мВ), что может свидетельствовать о не-
значительном влиянии соотношения Ca/P на 
электрокинетические свойства апатитов. По-
лученные данные могут указывать на зависимость величины ζ-потенциалов частиц фосфатов каль-
ция от их кристаллической структуры, которая значительно отличается у апатитов с ДКФД [25].

Предпочтительная адсорбция частицами фосфатов кальция ионов Ca2+ и HPO4
2– может быть 

связана с образованием нерастворимого поверхностного соединения предположительно несте-
хиометрического ГА с ПР ≈ 85–117 [25]. Устойчивость поверхностных соединений позволяет 
объяснить способность частиц фосфатов кальция к адсорбции некоторых ионов [26], однако яв-
ляется не единственным параметром, определяющим адсорбируемость ионов. При измерении  
в растворах хлоридов с pH 5–9 для порошков апатитов наблюдали отрицательные значения  
ζ-потенциалов [13, 27]. В нашем случае возможность адсорбции ионов Cl- может быть обусловле-
на не образованием прочных поверхностных соединений, а замещением OH-групп в решетке ГА 
с образованием хлорзамещенного апатита Ca10(PO4)6OH2–хClх [28].

Экспериментальные данные о предпочтительной адсорбции ионов Ca2+ и HPO4
2– на поверх-

ности частиц ГА подтверждаются результатами работы [2], где в качестве среды измерения ис-
пользовали трис/бис-трис/HCl, традиционно используемую для работы в физиологическом диа-
пазоне pH [29]. Однако относительно ГА выбранная система является неиндифферентной из-за 
содержащихся ионов Cl-, вследствие чего возможно смещение положения ИЭТ относительно по-
ложения ТНЗ. В рамках данной работы в качестве индифферентной среды использовали среду 
трис/уксусная кислота с pH 7,5 (рис. 2). В случае ГА ζ-потенциал примерно равен нулю, что ука-
зывает на достижение ТНЗ, а для ДКФД и ТКФ получены небольшие отрицательные значения 
(от -4 до -2 мВ), что может быть обусловлено частичной ионизацией поверхностных HPO4-групп 
и присутствием остаточных ионов Cl- в составе гелей после фильтрования. Экспериментально 
полученное отрицательное значение ζ-потенциала частиц апатитного ТКФ, который по составу 
незначительно отличается от ГА, может определяться способом его выделения. Полученные 
данные согласуются с рядом исследований [30, 31], в которых методами электрофоретического 
анализа и потенциометрического титрования достигали ТНЗ апатитов при pH 7,3–7,6. Аналогич-
ные экспериментальные значения ζ-потенциалов частиц фосфатов кальция мы наблюдали при 
измерениях в дистиллированной воде, что может свидетельствовать в пользу индифферентно-
сти среды трис/уксусная кислота относительно фосфатов кальция.

В растворах NaNO3 с pH 5,0–9,0, значения ζ-потенциалов частиц ГА составляли от -11 до +3 мВ 
(рис. 3). В данном случае потенциалопределяющими являлись не только ионы H+/OH-, но и NO3

–, 
которые могут адсорбироваться частицами апатитов [31]. Показано, что в присутствии ионов NO3

– 
положение ИЭТ частиц ГА находится в диапазоне 5–6.

Рис. 2. Средние значения ζ-потенциалов частиц фосфатов 
кальция, измеренные в различных средах с pH 7,0–8,0

Fig. 2. Average ζ-potentials of calcium phosphate particles  
measured in different media with pH 7.0–8.0
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В фосфатных и карбонатной буферных 
системах с pH 5,7–9,3 значения ζ-потенциа-
лов фосфатов кальция изменяются от –9 до 
–29 мВ (рис. 3), что свидетельствуют об ад-
сорбции анионов H2PO4

–, HPO4
2–, CO3

2–, OH– 
на поверхности частиц. Поскольку при pH 5,7 
в жидкой фазе преобладает ион H2PO4

– [33], 
частицы имели минимальный по абсолютной 
величине заряд поверхности. При большем 
значении pH в среде измерения повышается 
концентрация HPO4

2–, и значения ζ-потен-
циалов частиц смещались в отрицательную 
область. Уменьшение абсолютных значений 
ζ-потенциалов частиц фосфатов кальция при 
переходе от фосфатного буфера с pH 7,9  
к карбонатному с pH 9,3 может быть связано 
с заменой H2PO4

–, HPO4
2– на HCO3

–, CO3
2–, 

которые обладают меньшей способностью  
к адсорбции на поверхности частиц. При по-
стоянном значении pH ζ-потенциалы ДКФД 
сдвинуты в положительную область на 3–9 мВ 

относительно таковых для ГА, что подтверждает данные о сниженной способности ДКФД  
к адсорбции анионов OH–, CO3

2–, HPO4
2–. Для образца ТКФ величины ζ-потенциалов при  

pH 5,7–7,0 смещены в положительную область (на 2–7 мВ), а при pH 7,9 и 9,3 – в отрицатель-
ную (на 2 мВ) относительно таковых для стехиометрического ГА, что может быть связано с разли-
чием способов выделения образцов.

Электрокинетические свойства промежуточных форм ГА исследовали в среде трис/уксусная 
кислота, а также в фосфатных и карбонатном буферах с pH 5,7–9,3 (рис. 4, a). Вследствие высоко-
го значения pH среды формирования ГА происходило преодоление буферной емкости среды 

Рис. 3. Средние значения ζ-потенциалов частиц фосфатов 
кальция, измеренные в растворах NaNO3 с pH 5,0–9,0  

и буферных системах с pH 5,7–9,3 

Fig. 3. Average ζ-potentials of calcium phosphate particles  
measured in NaNO3 solutions with pH 5.0–9.0 and buffer  

systems with pH 5.7–9.3

 
                                                        а                                                                               b

Рис. 4. Средние ζ-потенциалы частиц промежуточных форм ГА, измеренные в различных средах (а); изменение 
усредненной величины ζ-потенциалов в буферных системах с pH 5,7–9,3 в процессе созревания ГА (b)

Fig. 4. Average ζ-potentials of particles of hydroxyapatite intermediates measured in different media (a); change in the aver-
aged ζ-potentials in buffer systems with pH 5.7–9.3 during hydroxyapatite maturation (b)
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трис/уксусная кислота и pH среды измерения возрастал до 9,0. Помимо ионов OH- и компонентов 
среды измерения, в жидкой фазе присутствовали ионы NH4

+, Ca2+, Cl–, причем содержание  
ионов Ca2+ и ОН– уменьшалось со временем. Показано, что в среде трис/уксусная кислота значе-
ния ζ-потенциалов составляли от +8 до +22 мВ, что в целом превышает таковые для стехиоме-
трического ГА в среде глюконат кальция/трис (рис. 2). Сдвиг ζ-потенциалов в положительную 
область может быть связан с повышенной концентрацией ионов NH4

+ у поверхности частиц ГА, 
что обусловлено возможностью инкорпорации NH4

+ в решетку апатита [34]. Величина ζ-потен-
циала частиц промежуточных форм ГА постепенно возрастала до +20 мВ, а после 2 сут незначи-
тельно уменьшалась и на 4-е сутки достигала равновесного значения +17 мВ (рис. 4, а).

В начальный момент выдерживания осадка ГА под маточным раствором потенциалопреде-
ляющими являлись избыточные ионы Ca2+, адсорбция которых на поверхности частиц фосфатов 
кальция более предпочтительна по отношению к адсорбции NH4

+. В процессе созревания содер-
жание ионов Ca2+ в маточном растворе уменьшалось и на конечной стадии созревания (4–7 сут) 
потенциалопределяющими являлись ионы NH4

+.
В неиндифферентных буферных средах с pH 5,7–9,3 (рис. 4, a) значения ζ-потенциалов ча-

стиц промежуточных форм ГА при увеличении pH изменялись по тем же законам, что и в случае 
стехиометрического ГА (рис. 2, b). Вследствие преодоления буферной емкости и возрастания 
значения pH среды осаждения увеличивалось содержание ионов HPO4

2– и OH–. Изменение сред-
них величин ζ-потенциалов (рис. 4, а) носит неявный характер, что может быть связано с непо-
стоянным во времени составом среды. Установлено, что усредненная величина ζ-потенциалов 
частиц промежуточных форм ГА в буферных системах с pH 5,7–9,3 в процессе созревания сме-
щается в отрицательную область от –19 до –27 мВ (рис. 4, b). Поскольку отношение Ca/P незна-
чительно влияет на электрокинетические свойства апатитов, наблюдаемое увеличение абсолют-
ных значений ζ-потенциалов частиц может быть связано с постепенным уменьшением содержа-
ния ионов Ca2+ в маточном растворе.

Выводы. Электрокинетические свойства гелей фосфатов кальция в различных средах свиде-
тельствуют о способности фосфатов кальция к адсорбции катионов H+, Mg2+, Ca2+ и анионов 
OH-, CO3

2–, NO3
–, HPO4

2–. Значения ζ-потенциалов ДКФД смещены на 3–9 мВ в положительную 
область относительно таковых для ГА, что обусловлено различной кристаллической структу-
рой. Разница величин ζ-потенциалов частиц ТКФ и ГА незначительна (1–3 мВ) из-за их апатито-
вой природы. В индифферентной среде положение ИЭТ стехиометрического ГА совпадает с по-
ложением ТНЗ и составляет 7,4–7,5. Согласно полученным данным, в процессе созревания ГА 
абсолютные значения ζ-потенциалов частиц постепенно увеличиваются, что связано с уменьше-
нием концентрации ионов Ca2+ в маточном растворе. Таким образом, электрокинетические свой-
ства частиц фосфатов кальция в большей степени определяются их кристаллической структу-
рой и в меньшей – Ca/P соотношением.
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 Е. В. Воробьёва1 

Институт общей и неорганической химии Национальной академии наук Беларуси, Минск, Беларусь

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ И СОЛЮБИЛИЗИРУЮЩИЕ СВОЙСТВА  
ВОДОРАСТВОРИМЫХ КОМПЛЕКСОВ НА ОСНОВЕ ПОЛИАКРИЛАМИДА  

И ПОЛИКИСЛОТ 

Аннотация. Методами вискозиметрии и потенциометрии изучено взаимодействие полиакриламида и поликис-
лот с различной гидрофобностью (полиакриловая, полиметакриловая, сополимер метакриловой кислоты с α-пине-
ном) в кислой среде (рН 2,5–3,5) и определен состав образующихся полимерных комплексов. Показана зависимость 
солюбилизирующей способности полимерных комплексов от гидрофобности поликислот, концентрации полимеров 
и типа солюбилизата.

Ключевые слова: полимерный комплекс, солюбилизация, солюбилизат, дифильность молекул, ассоциаты, гидро-
фобное взаимодействие

Для цитирования. Воробьёва, Е. В. Физико-химические и солюбилизирующие свойства водорастворимых ком-
плексов на основе полиакриламида и поликислот / Е. В. Воробьёва // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. хiм. навук. – 
2020. – Т. 56, № 4. – С. 429–433. https://doi.org/10.29235/1561-8331-2020-56-4-429-433 

E. V. Vorobieva

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

PHYSICO-CHEMICAL AND SOLUBILIZING PROPERTIES OF WATER-SOLUBLE COMPLEXES BASED  
ON POLYACRYLAMIDE AND POLYACIDS 

Abstract. Using the methods of viscometry and potentiometry, the interaction of polyacrylamide and polyacids with diffe-
rent hydrophobicity (polyacrylic, polymethacrylic, copolymer of methacrylic acid with α-pinene) in an acidic medium (pH 2.5–
3.5) was studied and the composition of polymer complexes formed was determined. The dependence of the solubi lizing ability 
of polymer complexes on the hydrophobicity of polyacids, polymer concentration, and the type of solubilizate was described.

Keywords: polymer complex, solubilization, solubilizate, molecule difilinity, associates, hydrophobic interaction
For citation. Vorobieva E. V. Physico-chemical and solubilizing properties of water-soluble complexes based on poly-

acrylamide and polyacids. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya khimichnykh navuk = Proceedings of the 
National Academy of Sciences of Belarus. Chemical Series, 2020, vol. 56, no. 4, pp. 429–433 (in Russian). https://doi.org/ 
10.29235/1561-8331-2020-56-4-429-433 

Введение. Полимерные комплексы (ПК), образующиеся в водных растворах при взаимодей-
ствии химически и структурно комплементарных макромолекул, стабилизированы системой 
ионных и (или) водородных связей [1, 2]. Необходимым условием образования ПК является по-
лимерная природа взаимодействующих компонентов. При использовании в качестве одного из 
компонентов низкомолекулярного аналога (например, если вместо поликарбоновой кислоты ис-
пользовать уксусную) или в случае, когда длина цепи меньше необходимой для кооперативного 
связывания компонентов, образования ПК не происходит. Взаимодействие макромолекул носит 
кооперативный характер, т. е. одновременное возникновение достаточно большого количества 
связей между комплементарными макромолекулами происходит в узком интервале изменения 
молекулярной массы компонентов, состава растворителя, рН [3, 4].

Особый интерес представляет изучение ПК, стабилизированных кооперативной системой 
водородных связей. Такие полимерные комплексы образуются в водных растворах при взаимо-
действии поликарбоновых кислот с неионными полимерами (полиэтиленгликоль, поли-N-ви-
нилпирролидон, поливиниловый спирт, полиакриламид и др.). Повышение концентрации поли-
меров в растворе, молекулярной массы поликарбоновой кислоты, ионной силы раствора, а также 
добавление поверхностно-активного вещества способствуют взаимодействию компонентов ПК. 
Переход от полиакриловой кислоты к полиметакриловой также сопровождается усилением ком-
© Воробьёва Е. В., 2020
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плексообразующей способности за счет дополнительной стабилизации формируемого поликом-
плекса гидрофобными взаимодействиями с участием α-метильных групп ПМАК [5, 6].

Результатом гидрофобных взаимодействий является самопроизвольный переход системы  
в состояние, когда контакты между гидрофобными частицами и полярной средой минимальны, 
в процессах мицеллообразования, солюбилизации, коагуляции, при конформационных превра-
щениях (глобулизации) макромолекул полимеров в воде вследствие их ассоциации при образо-
вании полимерных комплексов [7, 8]. Значительный интерес представляют работы по изучению 
гидрофобных взаимодействий методом солюбилизации добавок в водных раст ворах ПАВ за 
счет перехода углеводородного радикала дифильных молекул из водной среды в неполярную 
фазу, в частности при мицеллобразовании – в фазу углеводородного ядра мицеллы [9]. Солюбили-
зирующая способность полимерных комплексов, характеризующая ассоциацию полимеров за счет 
гидрофобных взаимодействий, практически не изучалась, хотя исследования такого рода представ-
ляют интерес в связи с возможностью эффективного использования ПК в различных областях.

В настоящей работе приведены результаты исследования физико-химических свойств и со-
любилизирующей способности полимерных комплексов на основе полиакриламида и поликар-
боновых кислот с различной гидрофобностью.

Экспериментальная часть. В работе использовали полиакриловую (ПАК), полиметакриловую 
(ПМК) кислоты, сополимер метакриловой кислоты с терпеном скипидара (α-пинен) (СМК–П)  
с молекулярной массой (ММ) 0,4∙105, полиакриламид (ПАА) с ММ 0,9∙107 (Sigma-Aldrich). Пока-
затель гидрофобности, характеризующий долю неполярных групп в макромолекулах поликар-
боновых кислот, рассчитанный по результатам определения кислотного числа полимеров [10]  
и выраженный в относительных единицах для ПАК, ПМК и СМК–П, составляет соответственно 
1,0; 1,3 и 1,8.

В качестве солюбилизатов использовали гептан и алифатические спирты (гептиловый, окти-
ловый, дециловый). Изучение солюбилизирующей способности водных растворов ПК проводи-
ли рефрактометрическим методом [10] при температуре 20±0,5 °С. Равновесные значения солю-
билизации достигались через 24 ч. Эффективность солюбилизации (Е, %) рассчитывали как от-
носительное увеличение солюбилизации добавки раствором поликислоты (SП) после введения 
ПАА (SП+ПАА):

 E = (SП – SП+ПАА / SП)∙100.

Вискозиметрические измерения водных растворов полимеров проводили, используя капил-
лярный вискозиметр Уббелоде с диаметром капилляра 0,86 мм. Время истечения раствора изме-
ряли с точностью до 0,1 с; раствор термостатировали с точностью до 0,5 °С. 

Результаты и их обсуждение. Взаимодействие полимеров в водных растворах может быть об-
наружено сравнением свойств индивидуальных компонентов и их смесей. В смешанных водных 
растворах поликарбоновых кислот и полиакриламида наличие в макромолекулах поликислот не-
диссоциированных карбоксильных групп при низких значениях рН обеспечивает возможность об-
разования водородных связей с участием функциональных групп ПАА. Взаимодействие гидро-
фильных групп полимеров в растворе сопровождается изменением рН, приводит к гидрофобиза-
циии глобулизации макромолекул, что в свою очередь приводит к изменению вязкости системы.

Для объективной оценки изменений, происходящих в системе, концентрации исходных по-
лимеров в растворах подбирались таким образом, чтобы значения их вязкости были достаточно 
близкими. В таком случае при смешивании растворов полимеров с одинаковой вязкостью изме-
нение данного показателя свидетельствует о наличии взаимодействия между полимерами в смеси. 
Исследование изменений рН растворов при титровании поликарбоновых кислот вторым компо-
нентом смеси проводили в режиме сравнения, когда поликислоту заменяли на низкомолекуляр-
ную кислоту с аналогичными значениями рН.

Как видно из рис. 1, 2, вязкость и рН смешанных растворов полимеров меняются по сравне-
нию с растворами поликислот в индивидуальном состоянии и зависят от мольного соотношения 
компонентов и гидрофобности поликислот.

Введение полиакриламида в раствор поликислоты приводит к увеличению рН (рис. 2), что 
является следствием уменьшения количества несвязанных карбоксильных групп поликислот  
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и свидетельствует о взаимодействии между карбоксильными группами поликислоты и амидны-
ми группами ПАА [2, 11].

Точки перегиба (минимум вязкости, излом рН) на кривых (рис. 1, 2) наблюдаются для иссле-
дованных систем при определенных соотношениях компонентов, соответствующих составам 
комплексов. В случае ПАК и ПМК составы близки к эквимольному, тогда как в системе, содер-
жащей сополимер, полимерный комплекс заметно обогащен им. Следствием избытка ионоген-
ных карбоксильных групп по отношению к амидным в полимерном комплексе, содержащем 
СМК–П, является его более высокая вязкость по сравнению с комплексами на основе полиакри-
ловой и полиметакриловой кислот.

Увеличение рН раствора, содержащего поликислоту, приводит к ионизации карбоксильных 
групп. ПК, образованный в водном растворе посредством водородных связей между недиссоци-
ированными карбоксильными группами поликислоты и амидными группами ПАА, при повы-
шении рН разрушается на исходные компоненты вследствие ионизации карбоксильных групп. 
Появление в системе полимеров, не связанных в комплекс, сопровождается увеличением приве-
денной вязкости растворов, поскольку вязкость полимеров в индивидуальном состоянии выше, 
чем смеси. Наиболее низкое значение рН (3,6), при котором вязкость начинает расти, обнаружено 
нами для комплекса, в состав которого входит полиакриловая кислота (ПАА:ПАК = 1:1). Полимер-
ный комплекс на основе ПМК (ПАА:ПМК = 0,9:1,0) разрушается на исходные компоненты при рН 4,1. 
Для ПК с сополимером СМК–П (ПАА:СМК–П = 0,6:1,0) 
увеличение вязкости, свидетельствующее о разруше-
нии комплекса, начинается при рН 4,3 (рис. 3). Тот 
факт, что вязкость полимерных комплексов на основе 
поликислот с более высокой гидрофобностью начина-
ет увеличиваться при более высоких значениях рН, 
свидетельствует о более высокой их прочности.

Водорастворимые комплексы на основе полимет-
акриловой кислоты и СМК–П с ПАА по сравнению  
с индивидуальными компонентами более эффективны 
в отношении солюбилизации гептана, децилового, ок-
тилового и гептилового спиртов, что подтверждается 
сравнением эффективности солюбилилизации (Е) по-
лимерных комплексов и поликислот в индивидуаль-
ном состоянии (рис. 4). Видно, что солюбилизация 
ПК выше, чем поликислот при одинаковой их концен-
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амида и ПМК (1), СМК–П (2), ПАК (3) при различных 

мольных соотношениях компонентов
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воров полиакриламида, СМК–П (1), ПМК (2), ПАК 
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трации, эффективность солюбилизации возрас-
тает с увеличением гидрофобности поликис-
лоты и при переходе от неполярного солюби-
лизата (гептан) к полярным добавкам.

В случае гептана солюбилизация меньше 
по сравнению с полярными олеофильными жид-
костями (спиртами), что обусловлено различ-
ным механизмом растворения органических ве-
ществ в гидрофобных областях, образованных 
полимерными ассоциатами. Согласно [12, 13], 
неполярные углеводороды растворяются в ядре 
мицеллы, полярные органические вещества 
(спирты, амины) располагаются в мицеллах так, 
что их полярные группы обращены к воде,  
а неполярные ориентированы в гидрофобных 
областях между неполярными фрагментами ма-
кромолекул полимеров. Возможен также спо-
соб включения солюбилизата в гидрофобные 
области неионогенных ПК, когда полярные мо-

лекулы солюбилизата не проникают внутрь гидрофобных областей, а закрепляются на их по-
верхности, располагаясь между изогнутыми полимерными цепями [12, 14].

В исследованных полимерных системах с увеличением длины радикала вводимого спирта 
солюбилизация уменьшается. Так, коллоидная растворимость гептилового спирта выше, чем ок-
тилового и децилового, что связано наряду со стерическими явлениями с повышением гидро-
фобизирующего действия спиртов с большей длиной цепи на полимер-полимерные ассоциаты,  
и предельная солюбилизация достигается при меньшем их содержании.

Таким образом, наибольшей солюбизизирующей способностью обладают системы с наибо-
лее гидрофобным компонентом (СМК–П). Предельная солюбилизация добавок в исследованных 
системах на основе СМК–П линейно возрастает с ростом его концентрации, что объясняется по-
вышением вероятности контактирования гидрофобных участков макромолекул, увеличиваю-
щим размер гидрофобных областей связывания солюбилизатов.

Выводы. Состав и свойства полимерных комплексов, образующихся в смешанных водных 
растворах поликарбоновых кислот и полиакриламида, зависят от гидрофобности поликислот. 
Переход от полиакриловой кислоты к полиметакриловой и к сополимеру метакриловой кислоты 
с α-пиненом сопровождается усилением комплексообразующей способности за счет дополни-
тельной стабилизации формируемого поликомплекса гидрофобными взаимодействиями с учас-
тием метильных групп поликислот.

Солюбилизирующая способность полимерных комплексов возрастает при переходе от поли-
метакриловой кислоты к сополимеру и с увеличением концентрации водных растворов поликис-
лот. Гидрофобное действие солюбилизатов полимерными ассоциатами зависит от природы орга-
нической добавки, в частности, гептан характеризуется меньшей растворимостью по сравнению 
с алифатическими спиртами. Увеличение длины радикала вводимых в полимерные системы 
спиртов приводит к снижению их солюбилизации.
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ВЛИЯНИЕ ПРИРОДЫ ОРГАНИЧЕСКИХ РАСТВОРИТЕЛЕЙ НА СТАБИЛЬНОСТЬ  
И АКТИВИРУЮЩУЮ СПОСОБНОСТЬ КОЛЛОИДНЫХ РАСТВОРОВ SnCl2

Аннотация. Исследованы закономерности формирования коллоидных частиц в ацетоновых и гликолевых рас-
творах SnCl2 в присутствии ряда стабилизирующих добавок. Обнаружено, что ацетоновые и гликолевые растворы 
значительно более стабильны по отношению к окислению и гидролизу Sn(II), чем водные и спиртовые. Установлены 
факторы, влияющие на их медиативную активность по отношению к закреплению неорганического азот-фосфорсо-
держащего замедлителя горения на полиэфирной матрице. Доказано, что необходимым условием достижения высо-
кого медиативного эффекта по закреплению антипирена на полиэфирной поверхности является образование в объ-
еме растворов SnCl2 многочисленных однородных коллоидных частиц с размерами, не превышающими 20–25 нм. 

Ключевые слова: коллоидные частицы, медиативная активность, азот-фосфорсодержащие замедлители горения
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INFLUENCE OF THE ORGANIC SOLVENTS NATURE ON THE STABILITY  
AND ACTIVATING ABILITY OF SnCl2 COLLOIDAL SOLUTIONS

Annotation. The regularities of colloidal particles formation in the volume of acetone and glycol SnCl2 solutions in 
presence of a number of stabilizing additives have been investigated. It was found that in relation to oxidation and hydrolysis 
of Sn (II) acetone and glycol solutions are much more stable than aqueous and alcohol solutions. The factors influencing their 
mediation activity in relation to the fixation of an inorganic nitrogen-phosphorus-containing flame retardant on polyester 
matrix have been established. It has been proven that the formation of numerous homogeneous colloidal particles with sizes 
not exceeding 20–25 nm in the volume of SnCl2 solutions is a necessary condition for achieving a high mediating effect on 
fixing a fire retardant on a polyester surface. 

Keywords: Colloidal particles, mediation activity, nitrogen-phosphorus containing flame retardants
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on the stability and activating ability of SnCl2 colloidal solutions. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya 
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Введение. На предыдущих этапах исследования [1, 2] нами показана перспективность при-
менения метода «химической микросборки» для получения устойчивого к стиркам огнеза-
щитного эффекта по отношению к полиэтилентерефталатным (ПЭТФ) тканевым материалам 
созданием на поверхности инертной матрицы промежуточных адгезионных кремний- или оло-
восодержащих нанослоев, обеспечивающих прочную хемосорбцию азот-фосфорсодержащих 
замедлителей горения. 

Для активации твердых поверхностей преимущественно используют водные коллоидные рас-
творы на основе соединений двухвалентного олова. Однако особенности процессов, происходя-
щих в объеме растворов и на границе раздела фаз, исследовались достаточно давно и практически 
все современные авторы опираются на данные обзорных монографий [3–6]. Из этих работ следует, 
что эффективность активации поверхности диэлектрика зависит от концентрации, химического 
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и гранулометрического составов коллоидных частиц в объеме растворов SnCl2. Соответственно 
до настоящего времени единственным общим критерием качества сенсибилизации инертной по-
верхности по отношению к химическому закреплению целевых реагентов является формирова-
ние на ней равномерного монослоя мелких частиц соединений Sn(II) [5, 6], причем реализация 
этого условия для каждого конкретного материала требует разных условий обработки и состава 
раствора SnCl2, которые определяются экспериментально. Значительное количество современ-
ной патентной литературы, как, например, [7], посвящено способам нанесения металлических 
покрытий на различные материалы, в которых используются водные растворы SnCl2, однако но-
вых сведений о составе этих растворов и протекающих в них процессах не обнаружено.

Нами показано [2], что применительно к хемосорбции на поверхности полиэфирных волокон 
аммонийно-фосфатных замедлителей горения бóльшую медиативную эффективность проявля-
ют спиртовые растворы SnCl2 по сравнению с водными, в которых коллоидные частицы образу-
ются почти сразу после приготовления, но быстро окисляются и коагулируют. Так, при исследо-
вании закономерностей образования и коагуляции коллоидных частиц соединений олова в эта-
нольных и изопропанольных растворах SnCl2, установлено, что окисление Sn(II) происходит 
значительно медленнее, чем в водных и водно-спиртовых растворах, а коллоидные частицы в их 
объеме значительно дольше сохраняют оптимальные частотно-размерные характеристики. Об-
разование коллоидных частиц с размерами ~1–3 нм для спиртовых растворов регистрируется 
после 7–10 сут хранения, а их укрупнение происходит спустя 45–60 сут [2]. 

В связи с этим существенный интерес представляет исследование закономерностей окисле-
ния Sn(II) и коллоидообразования в органических средах другой химической природы, в осо-
бенности ацетоновых и гликолевых. Эти среды не только отвечают ряду условий – хорошая 
растворимость солей Sn(II), пониженная растворимость кислорода, предполагаемая стабиль-
ность по отношению к окислению и гидролизу соединений Sn(II), но и способность к частичному 
нарушению структуры поверхности полиэфирных волокон, так как ПЭТФ нестоек к воздейст-
вию кетонов [8]. Кроме того, в органических средах выше смачиваемость поверхности полиме-
ра, что предположительно должно повысить количество и равномерность сорбции активи ру-
ющих оловосодержащих частиц. Одновременно использование смешанных органо-водных рас-
творителей может по сравнению с чисто органическими ускорить формирование коллоидных 
частиц оптимальных размеров, а также уменьшить пожарную опасность технологического про-
цесса модификации поверхности ПЭТФ. Следует отметить, что сведений об исследовании аце-
тоновых, водно-ацетоновых и гликолевых растворов хлорида олова в литературе обнаружить 
не удалось. 

Цель данной работы – исследовать характеристики и устойчивость во времени коллоидных 
частиц в ацетоновых, водно-ацетоновых, гликолевых и водно-гликолевых растворах SnCl2 в за-
висимости от природы стабилизирующей добавки и времени их хранения. На основе получен-
ных данных провести сравнительный анализ активности оловосодержащих коллоидных раство-
ров для определения природы стабилизирующего агента и среды, в которой создаются наиболее 
благоприятные условия для образования и длительного существования нанодисперсных частиц, 
выполняющих медиативную функцию химической привязки азот-фосфор содержащих замедли-
телей горения к полиэфирным тканевым материалам. 

Методы исследования. На предварительном этапе исследования этиленгликолевых и ацето-
новых растворов SnCl2 с концентрацией 0,22 моль∙дм–3 отобраны следующие стабилизирующие 
добавки с концентрациями (моль∙дм–3): HCl – 0,12, этилендиамин C2H4(NH2)2 (ЭДА) – 0,03, фос-
фат-5-аминотетразола CN4HNH2∙H3PO4 (ФАТ) – 0,006, NH3∙Н2О – 0,26, триэтаноламин N(C2H5)3 
(ТЭА) – 0,015. Эти добавки в определенных концентрациях способствуют повышению стабиль-
ности коллоидных частиц в водных и органических растворах двухвалентного олова за счет об-
разования более прочной сольватной оболочки коллоидных частиц [2, 6]. В гликолевые раство-
ры ФАТ не вводили ввиду его плохой растворимости в данной среде. В некоторых из исследован-
ных растворов присутствовала вода в количестве 30 об.% для интенсификации формирования 
гидро- и гидроксосоединений Sn(II) [9] и определения стабильности смешанных растворов по 
сравнению с чисто органическими. Состав изученных растворов приведен в табл. 1 и 2.
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Т а б л и ц а  1. Состав ацетоновых растворов, [SnCl2] = 0,22 моль/дм3

T a b l e  1. Composition of acetone solutions, [SnCl2] = 0.22 mol/dm3

Номер раствора 1 2 3 4 5 6 7 8

Присутствие Н2О – – – + + + + –
Добавка – ЭДА ФАТ ЭДА HCl ФАТ – HCl

Т а б л и ц а  2.  Состав этиленгликолевых растворов, [SnCl2] = 0,22 моль/дм3

T a b l e  2.  Composition of ethylene glycol solutions, [SnCl2] = 0.22 mol/dm3

Номер раствора 1' 2' 3' 4' 5' 6' 7' 8'

Присутствие Н2О – – – – + + + +
Добавка NH3∙Н2О ТЭА ЭДА – NH3∙Н2О ТЭА ЭДА –

Для контроля изменений, связанных с процессами окисления и гидролиза двухвалентного 
олова, накопления в объеме раствора коллоидной фазы, снимали спектры поглощения исследуе-
мых растворов разных сроков хранения на спектрофотометре PROSCAN МС-122 в кварцевых 
кюветах длиной 1 см в области длин волн от 190 до 1100 нм с шагом в 1 нм. В качестве раствора 
сравнения использовали ацетон (этиленгликоль) и их водно-органические растворы (табл. 1, 2). 
Точность метода составляет ±0,5 %, репродуктивность – 98 %.

Размеры, форму и сопоставительное количество коллоидных частиц в объеме исследуемых 
растворов определяли методом просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) на приборе 
LEO 906E. Препарирование частиц твердой фазы в объеме исследуемых растворов SnCl2 прово-
дили следующим способом: каплю исследуемого раствора наносили на пленку коллодия, поме-
щенную на медную сеточку, и высушивали. Препарат на сеточке несколько раз ополаскивали 
дистиллированной водой для удаления растворимых солей и высушивали. Минимально разли-
чимые при просмотре на электронном микроскопе частицы имели размер ~1 нм. Гранулометри-
ческие характеристики частиц на электронных микрофотографиях анализировали методом по-
строения гистограмм.

Огнезащитная обработка полиэфирной ткани включала следующие стадии [10]: предвари-
тельная активация в смеси 10 %-ных растворов серной и соляной кислот; промывка, активация  
в неводном растворе SnCl2 ~20 мин и пропитка огнезащитной композицией в виде мелкодис-
персной суспензии аморфных фосфатов двух- и трехвалентных металлов-аммония в водной сре-
де, общего химического состава в пересчете на оксиды (мас.%): P2O5:NH3:CaO:MgO:Fe2O3 = 
28,4:7,5:0,72:0,15:2,39 в течение ~20 мин. Далее ткань в натянутом состоянии подвергалась сушке 
при 100 °С и термофиксации при 200 °С в течение 2 мин. Эффективность огнезащитной обработ-
ки ПЭТФ тканей до и после стирок определяли по СТБ 11.03.02-2010 [11]. Остаточную массу за-
медлителя горения на полиэфирной ткани после стирки определяли весовым методом. 

Результаты и их обсуждение. Анализ спектров поглощения ацетоновых и водно-ацетоно-
вых, а также этиленликолевых и водно-гликолевых растворов SnCl2 (рис. 1, 2) показывает, что 
так же как и для спиртовых растворов SnCl2, в ультрафиолетовом диапазоне зафиксировано 
практически полное поглощение света, что обусловлено присутствием в изучаемых растворах 
хлорсодержащих комплексных соединений Sn(II). 

В области от 300 до 350–400 нм наблюдается резкий спад поглощения, видимый и инфра-
красный диапазоны характеризуются почти полной прозрачностью растворов (D ≅ 0) (рис. 1, 2), 
за исключением ацетонового раствора № 3. По всей вероятности, это связано с тем, что в течение 
нескольких суток после приготовления этот раствор содержит мелкодисперсную взвесь плохо 
растворимого в ацетоне фосфат 5-аминотеразола [12], после его растворения полоса поглощения 
исчезает. Для ацетоновых и водно-ацетоновых растворов смещение края полосы поглощения  
в УФ диапазоне в видимую область (которое является следствием окисления Sn(II) и образова-
ния комплексных соединений Sn(IV)) по мере их хранения очень незначительно, это ~ 20–50 нм 
за период 50 сут (рис. 1). Такое же смещение края полосы поглощения в видимую область для 
гликолевых и водно-гликолевых растворов SnCl2 наблюдается только при достижении ими сроков 
старения 150–175 сут; кроме того, край этой полосы становится несколько более пологим, что, 
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вероятно, вызвано формированием комплексных соединений Sn(II) более разнообразного соста-
ва (рис. 2). Для сравнения у спиртовых растворов SnCl2 смещение края полосы поглощения  
в видимую область до тех же значений λ происходит за 30–40 сут [2], а для водных растворов 
окисление и гидролиз Sn(II) протекают гораздо быстрее и смещение края полосы поглощения  
в видимую область происходит в течение 2–7 сут.

Рис. 1. Спектры поглощения ацетоновых и водно-ацетоновых растворов SnCl2 c различными добавками  
(номера растворов соответствуют номерам табл. 1). Кривые 1 – срок хранения растворов 5 сут, 2 – 55 сут

Fig. 1. Absorption spectra of acetone and water-acetone solutions of SnCl2 with various additives (Table 1).  
Curves 1 correspond to the storage period of solutions of 5 days, curves 2 – 55 days
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Полученные данные свидетельствуют о формировании в объеме исследуемых как ацетоно-
вых, так и гликолевых растворов сложных комплексных соединений двухвалентного олова, зна-
чительно более устойчивых к окислению, чем аква-хлоридные, гидроксо-хлоридные и спир-
то-хлоридные комплексы, формирующиеся в водных и этанольных растворах SnCl2, что очень 
важно для длительного сохранения активности изученных растворов по отношению к процес-
сам сенсибилизации твердой поверхности. Состав образующихся продуктов трудно прогнозиру-
ем и в литературе не обнаружено данных о формировании комплексных соединений олова с ке-
тонами и многоатомными спиртами. Однако известно, что кетоны в енольной форме образуют 
хелатные комплексы, а в присутствии аминосоединений – оксимы, которые способны включать-
ся в координационную сферу комплексных соединений переходных металлов [13]. Кроме того, 
описано формирование ряда комплексных соединений Sn(IV) с органическими лигандами с ко-
ординационным числом 6 [14–16].

Важно отметить, что для водно-ацетоновых растворов № 5–8 и водно-гликолевых № 5'–8' 
скорость смещения края полосы поглощения по мере хранения растворов в видимую область не 
отличается от чисто ацетоновых и гликолевых соответственно. Кроме того, спектры гликолевых 
растворов независимо от присутствия воды (№ 1' и 5' или 4' и 8') практически полностью совпа-
дают. Эти результаты не согласуются с установленной ранее нами [2] зависимостью для водно- 
спиртовых растворов, для которых в присутствии воды в 2–3 раза ускоряются процессы гидро-
лиза и окисления соединений Sn(II). В результате в этих растворах возрастает концентрация ги-
дроксокомплексов олова, что иллюстрируется смещением правого края полосы поглощения из 
УФ диапазона в видимую область. Полученные данные позволяют предположить, что в водно- 
ацетоновых и водно-гликолевых растворах образование гидроксокомплексов Sn(II) заторможено. 
Кроме того, комплексные соединения олова с ацетоном и этиленгликолем (или продуктами их 
превращений) оказались устойчивы к гидролизу и окислению, и, как следствие, к образованию 
коллоидных частиц несмотря на наличие в координационной сфере молекул воды. Механизм 

     
                                         а                                                                                   b

                                  c

Рис. 2. Спектры поглощения в этиленгликолевых  
растворах SnCl2 со сроком хранения: а –11 сут, b – 39,  

c – 175. (Номера кривых соответствуют номерам  
растворов табл. 2)

Fig. 2. Absorption spectra in ethylene glycol solutions  
of SnCl2 with shelf life: a – 11 days, b – 39, c – 175.  

(The curve numbers correspond to the numbers  
of the solutions in Table 2)
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окисления органических многоосновных соединений Sn(II) изучен мало, однако в работе [17] 
показано, что для таких комплексов даже фотоокисление (которое обычно протекает по цепному 
механизму) происходит по кинетически заторможенному молекулярному механизму.

Для ацетоновых и гликолевых растворов SnCl2, так же как и для спиртовых [2], в ИК области 
спектра отклика не обнаружено. Тогда как для кислых водных растворов SnCl2 в ИК области 
спектра характерен широкий максимум, который растет по мере увеличения концентрации и 
размеров коллоидных частиц в их объеме [18], что согласуется с теорией поглощения и рассея-
ния света коллоидными частицами [19]. Вероятнее всего, для ацетоновых и гликолевых раство-
ров SnCl2 отсутствие отклика вызвано либо незначительной концентрацией коллоидных частиц, 
либо прозрачностью их сольватной оболочки для ИК излучения. Исходя из того что при дли-
тельном хранении ацетоновые и водно-ацетоновые растворы SnCl2 сохраняли прозрачность без 
образования осадков, проведено их исследование методом ПЭМ.

Исследование концентрации и размеров коллоидных частиц в ацетоновых и водно-ацетоно-
вых растворах SnCl2 методом ПЭМ показало, что их образование начинается не ранее 12–15 сут 
хранения растворов и весьма пролонгированно. Установлено, что в ацетоновых растворах SnCl2 
со сроком хранения 15 сут формируются сферические коллоидные частицы, до 70 % которые 
имеют размеры не более 20 нм; а агломераты с размерами ~60–100 нм составляют не более 5 % 
(рис. 3, а). Введение в растворы модифицирующих добавок, в том числе воды (рис. 3, b, c), на ха-
рактеристики коллоидной фазы влияет незначительно, при этом несколько увеличивая долю  
частиц с размерами 20–60 нм.

        
                                         l, нм                                                                                         l, нм
                                          a                                                                                b 

              
                                         l, нм                                                                                          l, нм
                                           c                                                                              d

Рис. 3. Распределение по размерам частиц в объеме ацетоновых растворов SnCl2 со сроком хранения 15 сут:  
а – без добавок (раствор № 1, табл. 1), b – с добавкой C2H4(NH2)2 (№ 2), c – воды и HCl (№ 5), d – ФАТ и воды (№ 6)

Fig. 3. Particle size distribution in the volume of acetone SnCl2 solutions with a shelf life of 15 days: a – without additives 
(solution N 1, table 1), b – with the addition of C2H4 (NH2)2 (N 2), c – water and HCl (N 5), d – PAF and water (N 6)
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При электронно-микроскопическом исследовании ацетоновых и водно-ацетоновых раство-
ров с большими сроками хранения до 50 и более суток (рис. 4) обнаружено, что размеры частиц 
в их объеме несколько увеличиваются. Однако подавляющее большинство частиц в «состарен-
ных» ацетоновых растворах имеют размеры не более 40 нм; размеры до 40–50 % частиц не пре-
вышают 20 нм. 

Исследование количества и размеров коллоидных частиц, образующихся в гликолевых рас-
творах SnCl2, показало, что при сроке хранения растворов менее 30 сут коллоидные частицы  
в их объеме практически не образуются (рис. 5). Очевидно, что в достаточно вязкой среде эти-
ленгликоля с очень низким содержанием растворенного кислорода формирование коллоидных 
частиц кинетически заторможено. По мере хранения этих растворов после 50–60 сут в их объеме 
появляются крупные коллоидные частицы с размерами 30–75 нм (рис. 5), причем наличие в со-
ставе раствора воды практически не влияет на срок образования и размеры частиц. Наиболее 
мелкие частицы ~20–30 нм формируются в гликолевых растворах с добавкой триэтаноламина;  
в растворах, модифицированных аммиаком и этилендиамином, размеры исходных частиц дости-
гают 50 нм, агломератов – 100 нм (рис. 5). Такая же картина сохраняется и по мере дальнейшего 
хранения этиленгликолевых растворов SnCl2: при сроке хранения 150 сут наиболее мелкие части-
цы (с размерами ~50 нм) обнаружены в объеме раствора, модифицированного триэтаноламином 

        
                                                    l, нм                                                                                        l, нм
                                              a                                                                           b 

               
                                                    l, нм                                                                                      l, нм
                                            c                                                                            d

Рис. 4. Распределение по размерам частиц в объеме ацетонового раствора SnCl2 со сроком хранения 55 сут;  
а – без добавок (раствор № 1, табл. 1), b – с добавкой C2H4(NH2)2 (№ 2), c – воды и HCl (№ 5), d – ФАТ и воды (№ 6)

Fig. 4. Particle size distribution in the volume of an acetone solution of SnCl2 with a shelf life of 55 days; a – without additives 
(solution N 1, tabl. 1), b – with the addition of C2H4 (NH2)2 (N 2), c – water and HCl (N 5), d – PAТ and water (N 6)
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(рис. 6). Вместе с тем в растворе без добавок и в модифицированном аммиачной водой при тех 
же сроках хранения размеры коллоидных частиц достигают 70–90 нм (рис. 6). В растворе с до-
бавкой этилендиамина при длительных сроках хранения мелкие частицы не обнаружены; присут-
ствуют частицы слегка сглаженной кубической формы с размерами 700–1000 нм (рис. 6).

Полученные сравнительные данные по устойчивости к хранению органических и водно-ор-
ганических растворов SnCl2 позволяют утверждать, что ацетоновые и гликолевые растворы 
SnCl2 более стабильны по отношению к процессам гидролиза и окисления двухвалентного олова 
по сравнению с водными и спиртовыми растворами [2], так как процессы коллоидообразования 
в них сильно заторможены. Сформировавшиеся в объеме ацетоновых растворов коллоидные ча-
стицы очень долго сохраняют размеры не более 20–25 нм и мало подвержены агломерации. Об-
наруженные факты можно объяснить образованием в ацетоновых и гликолевых растворах SnCl2 
стабильных комплексных соединений Sn(II) с органическими лигандами. Значимого влияния 
природы стабилизирующей добавки (ЭДА, ФАТ, HCl) на устойчивость коллоидных частиц для 
ацетоновых растворов SnCl2 не обнаружено. Для этиленгликолевых растворов наибольшей спо-
собностью стабилизировать коллоидные частицы обладает триэтаноламин. Наличие воды во 
всех изученных ацетоновых и гликолевых растворах SnCl2 практически не влияет на скорость 
происходящих в них процессов, что отличается от превращений соединений Sn(II) в спиртовых 
растворах.

На следующем этапе исследований было изучено влияние состава ацетоновых и гликолевых 
растворов SnCl2 на содержание неорганического замедлителя горения, закрепившегося через адге-
зионный подслой соединений Sn(II) на полиэфирной поверхности. Весовым методом установлено, 

а b c 

d e f 

20 нм 20 нм 20 нм 

____250 нм ____100 нм ____250 нм 

Рис. 5. ПЭМ фотографии частиц, формирующихся в гликолевых растворах SnCl2 разного срока хранения: a, b, c – 15, 
сут, d, e, f – 75 сут; a, d – раствор № 1̀  с добавкой NH3 (табл. 2), b, e – № 2` с добавкой N(C2H5)3, c, f – № 3` с добавкой 

C2H4(NH2)2

Fig. 5. TEM images of the particles in SnCl2 glycol solutions with different shelf life: a, b, c – 15 days, d, e, f – 75 days;  
a, d – solution N 1̀  with the addition of NH3 (Table 2), b, e – N 2` with the addition of N(C2H5)3, c, f – N 3` with the addition 

of C2H4 (NH2)2
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что после проведения ступенчатой огнезащитной обработки с использованием для активации 
ацетоновых растворов SnCl2 и стирки количество металлофосфатного антипирена, закрепивше-
гося на поверхности полиэфирной ткани, составляет ~1,15–1,36 мг/дм2 (2,3–2,8 мас.%). Эти ре-
зультаты соответствуют данным, полученным ранее для спиртовых растворов SnCl2: 1,3–1,7 мг/дм2 
(2,4–3,6 мас.%). По результатам огневых испытаний практически все изученные ацетоновые  
растворы со сроком хранения 20–50 сут обеспечивают активированным ими перед огнезащитной 
обработкой и выстиранным полиэфирным тканям наивысшую категорию стойкости к горению 
для текстильных материалов – «трудновоспламеняемый».

При аналогичном исследовании полиэфирного тканевого материала, активированного перед 
пропиткой антипиреном этиленгликолевыми растворами SnCl2, установлено, что при любых  
вариантах обработки устойчивого закрепления замедлителя горения на инертной полимерной 
матрице не происходит. Этот факт находится в соответствии с данными ПЭМ, согласно которым 
в гликолевых растворах любого срока хранения не обнаружено коллоидной фазы с требуемыми 
характеристиками (5–25 нм). 

Заключение. В результате проведенных сопоставительных исследований устойчивости оло-
восодержащих коллоидных систем в различных органических средах установлены факторы, 
влияющие на их медиативную активность по отношению к закреплению неорганического азот- 
фосфорсодержащего замедлителя горения на полиэфирной матрице.

 Доказано, что необходимым условием достижения высокого медиативного эффекта по за-
креплению исследуемого замедлителя горения на полиэфирной матрице является образование  
в объеме активирующих растворов SnCl2 многочисленных однородных коллоидных частиц  
с размерами, не превышающими 20–25 нм. Данному условию отвечают ацетоновые, водно-аце-
тоновые и этанольные растворы SnCl2. Следует подчеркнуть, что коллоидные частицы в объеме 

а b 

c d 

________250 нм 

______100 нм ______250 нм 

_______50000 нм 

Рис. 6. ПЭМ фотографии частиц, формирующихся в гликолевых растворах SnCl2 со сроком хранения 150 сут:  
а – № 1' с добавкой NH3 (табл. 2), b – № 2' с добавкой N(C2H5)3, c – № 3' с добавкой C2H4(NH2)2, d – № 4' без добавок

Fig. 6. TEM images of the particles formed in SnCl2 glycol solutions with a shelf life of 150 days: a – solution N 1' with the 
addition of NH3 (tabl. 2), b – N 2' with the addition of N(C2H5)3, c – N 3' with the addition of C2H4(NH2)2, d – N 4' without 

additives
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ацетоновых растворов SnCl2 сохраняют оптимальные частотно-размерные характеристики (5–25 нм) 
значительно дольше (~ в 1,5–2 раза), чем этанольные. В объеме этиленгликолевых и водно-глико-
левых растворов образуются крупные частицы с размерами от 30 нм с незначительной концен-
трацией, которые не проявляют активности по отношению к огнезащитной обработке ПЭТФ. 

Таким образом, медиативная активность оловосодержащих коллоидных частиц в процессе 
огнезащитной обработки ПЭТФ практически одинакова для этанольных и ацетоновых раство-
ров. При этом ацетоновые золи сохраняют реакционную активность существенно дольше, но 
могут быть технологически неудобны из-за высокой летучести растворителя, что повышает по-
жарную опасность технологического процесса.
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СИНТЕЗ ПРОИЗВОДНЫХ АКРИДИНА, БИСАКРИДИНА И ХИНОЛИНА  
С 1,2-АЗОЛЬНЫМИ, ПИРИДИНОВЫМИ И ФЕРРОЦЕНОВЫМИ ФРАГМЕНТАМИ

Аннотация. Природные и синтетические производные акридинового и пиримидохинолинового ряда представ-
ляют значительный интерес для исследования. Их используют в качестве противовирусных, противоопухолевых, 
антибактериальных, противопаразитарных агентов, они также применимы при лечении болезни Альцгеймера. Ком-
бинация акридинового и пиримидохинолинового циклов с другими фармакофорными группами может привести  
к эффекту синергизма их свойств, появлению новых, неустановленных для данных структурных фрагментов видов 
биологической активности, а также снижению выраженности побочных эффектов. Описан синтез новых произво-
дных 8,9,10,12-тетрагидробензо[а]акридин-11(7H)-она и 10,12-дигидробензо [ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-9,11(7H,8H)- 
диона, содержащих изоксазольный, изотиазольный гетероциклы, ферроценовый фрагмент, а также остатки никоти-
новой и изоникотиновой кислот, ковалентно присоединенных с помощью сложноэфирных групп к различным по-
ложениям ароматического ядра. Трехкомпонентную каскадную конденсацию ароматических аминов, альдегидов  
и циклических β-дикарбонильных соединений проводили кипячением в бутаноле. Путем квантово-химических рас-
четов с использованием метода DFT/B3LYP1/MIDI определены тепловые эффекты реакции циклизации. Проведена 
оценка цитотоксической активности синтезированных соединений на четырех различных линиях раковых клеток 
(RKO, COLO320, LS174T, SW480). 

Ключевые слова: бензоакридины, пиримидохинолины, 1,2-азолы, пиридины, ферроцены, 2-нафтиламин, 1,3-ци-
клогександион, 5,5-диметилциклогекасендион, 2,4,6-тригидроксипиримидин, сложные эфиры, каскадная трехком-
понентная конденсация, квантово-химическое моделирование

Для цитирования. Синтез производных акридина, бисакридина и хинолина с 1,2-азольными, пиридиновыми  
и ферроценовыми фрагментами анионитами / Е. А. Акишина [и др.] // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. хiм. навук. – 
2020. – Т. 56, № 4. – С. 445–456. https://doi.org/10.29235/1561-8331-2020-56-4-445-456 

E. A. Akishina,1 D. V. Kazak,1 Е. А. Dikusar,1 R. S. Alekseev,2 N. A. Bumagin,2 V. I. Potkin1

1Institute of Physical Organic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus 
2 Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation

SYNTHESIS OF ACRIDINE, BISACRIDINE AND QUINOLINE DERIVATIVES WITH 1,2-AZOLIC,  
PYRIDINE AND FERROCENE FRAGMENTS

Abstract. Natural and synthetic derivatives of acridine and pyrimidoquinoline series are of considerable interest for 
study as antiviral, antitumor, antibacterial, antiparasitic agents; they are also useful in the treatment of Alzheimer’s disease. 
The combination of acridine and pyrimidoquinoline cycles with other pharmacophore groups can lead to a synergistic effect 
of their properties, the appearance of new types of biological activity, as well as a reducing of the severity of side effects. The 
synthesis of new derivatives of 8,9,10,12-tetrahydrobenzo[a]acridin-11(7H)-one and 10,12-dihydrobenzo[ f ] pyrimido [4,5-b] 
quinoline-9,11 (7H, 8H)-dione containing isoxazole, isothiazole heterocycles, ferrocene fragment, as well as nicotinic and 
isonicotinic acid residues covalently attached via ester groups to different positions of the aromatic nucleus, is described.  
A three-component cascade condensation of aromatic amines, aldehydes and cyclic β-dicarbonyl compounds was carried out 
by refluxing in butanol. The heat effects of the cyclization reaction have been determined using the DFT / B3LYP1 / MIDI 
method. The cytotoxic activity of the synthesized compounds was assessed on four different cancer cell lines (RKO, 
COLO320, LS174T, SW480).
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Keywords: benzoacridines, pyrimidoquinolines, 1,2-azoles, pyridines, ferrocenes, 2-naphthylamine, 1,3-cyclohexane-
dione, 5,5-dimethylcyclohexanedione, 2,4,6-trihydroxypyrimidine, esters, cascade three-component condensation, quantum 
chemical modeling
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Введение. В настоящее время большое внимание уделяется разработке новых биологически 
активных субстанций акридинового и хинолинового ряда в связи с широким спектром биологи-
ческой активности препаратов, полученных на основе данной группы соединений. Природные  
и синтетические производные акридина представляют значительный интерес для исследования 
их в качестве противовирусных [1], противоопухолевых [2], антибактериальных [3] или проти-
вопаразитарных агентов [4], они также применимы при лечении болезни Альцгеймера [5]. В фар-
макологии активно применяются такие препараты, как Циклоферон, Акрихин, Амсакрин, Рива-
нол, исследуются их различные модификации. Кроме того, различные производные акридина 
являются известными пигментами и красителями и благодаря длинной цепи сопряжения могут 
выступать в качестве маркеров флуоресценции и визуализации, использоваться в лазерных тех-
нологиях, в области органических полупроводниковых материалов в качестве альтернативы ме-
таллическим полупроводникам [6].

Производные акридина также интенсивно изучаются в качестве потенциальных противо-
опухолевых средств, механизм действия которых основан на интеркалировании в ДНК опухоле-
вых клеток и последующем блокировании процессов репликации и транскрипции. Комбинация 
акридинового и пиримидохинолинового циклов с другими фармакофорными группами, может 
привести к эффекту синергизма их свойств, появлению новых, неустановленных для данных 
структурных фрагментов видов биологической активности, а также снижению выраженности 
побочных эффектов [7]. Экспериментально доказано, например, что сочетание цитотоксическо-
го эффекта ферроценильного фрагмента и способности акридинов связываться с ДНК обеспечи-
вают сильное взаимодействие с целевой клеточной мишенью, увеличивая цитотоксичность сое-
динения [8]. Поэтому разработка новых, простых и универсальных методов синтеза сложных 
молекул бензоакридинового и пиримидохинолинового ряда, дополненных другими фармакофор-
ными группами, изучение их химических свойств, а также поиск биологически активных соеди-
нений среди данных соединений является весьма актуальной задачей [9–11].

Цель данной работы – синтез и оценка противоопухолевой активности новых производных 
8,9,10,12-тетрагидробензо[а]акридин-11(7H)-она и 10,12-дигидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хино-
лин-9,11(7H,8H)-диона, содержащих изоксазольный, изотиазольный гетероциклы, ферроценовый 
фрагмент, а также остатки никотиновой и изоникотиновой кислот, ковалентно присоединенных 
с помощью сложноэфирных групп к различным положениям ароматического ядра. Следует так-
же отметить, что синтезируемые соединения, являясь полиазотсодержащими гетероцикличе-
скими соединениями, могут рассматриваться в качестве потенциальных лигандов для получе-
ния комплексов переходных металлов и их последующего применения в качестве катализаторов 
различных процессов [12, 13].

Методика исследований. Трехкомпонентная каскадная конденсация ароматических ами-
нов, альдегидов и циклических β-дикарбонильных соединений представляет собой удобный од-
ностадийный метод синтеза полиядерных гетероциклических систем. Циклизацию проводили 
кипячением в бутаноле исходных компонентов в течение 24 ч. Для синтеза акридиновых и хино-
линовых производных с 1,2-азольными и ферроценовым фрагментами 1–10 и соединений 17–34 
с пиридиновым фрагментом исходные вещества были взяты в стехиометрическом соотношении 
(1:1:1), а для бисакридиновых и бисхинолиновых соединений 11–16 соответствующие альдегиды 
и 1,3-циклодикетоны или 2,4,6-тригидроксипиримидин были взяты в двукратном избытке по 
отношению к 1,5-нафталиндиамину (1:1:2) (рис. 1, 2). Состав и строение синтезированных соеди-
нений доказано данными элементного анализа, ЯМР-, ИК-, УФ- и масс-спектров.

Путем квантово-химических расчетов с использованием метода DFT с применением уровня 
теории B3LYP1/MIDI и программного пакета GAMESS [14], базисного набора MIDI [15] было 
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 R1 = X 1, 2, 7, 11, 12, R2 = H 1, 11, Me 2, 12; R1 = Y 3, 9, R2 = H 3; R1 = Z 4, 10, R2 = H 4; R1 = W 5, 6, 
8, 13, 14, 16, R2 = H 5, 13, Me 6, 14.

Рис. 1. Схема синтеза соединений 1–16

Fig. 1. Synthesis of compounds 1–16

 
3-(O)C 17-20, 25, 28-30; 4-(O)C 21-24, 26, 27, 31-34; R1=H, 2-(O)C 28, 31, 3-(O)C 17, 22, 26, 29; 4-(O)C 18, 
23, 25, 27, 30, 32; R1= 4-MeO, 3-(O)C 19, 24, 33; R1= 3-MeO, 4-(O)C 20; R1=3-EtO, 4-(O)C 21, 34.

Рис. 2. Схема синтеза соединений 17–34

Fig. 2. Synthesis of compounds 17–34
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проведено моделирование структур акридинов 18, 22, 23, 25–27 и исходных соединений для их 
получения 2-нафтиламина 35, 1,3-циклогександиона 36, 5,5-диметил-1,3-циклогександиона (диме-
дона) 37, 3-формилфенилникотината 38, 4-формилфенилникотината 39, 3-формилфенилизони-
котината 40, 4-формилфенилизоникотината 41, а также продукта конденсации – воды 42. В про-
цессе расчетов проводили полную оптимизацию всех геометрических параметров до достиже-
ния минимумов полных электронных энергий. Полные энергии систем (E, а.е.), вычисленные 
методом DFT, расчетные тепловые эффекты процесса каскадной трехкомпонентной конденсации 
(ΔE, кДж/моль) дипольные моменты (D, Д) приведены в таблице.

 ΔE = [E18, 22, 23, 25–27 + 2E42] – [E35 + E36,37 + E38–41].  

Полные энергии систем (E, а.е.), вычисленные методом DFT, расчетные тепловые эффекты  
процесса конденсации (ΔE, кДж/моль) и дипольные моменты (D, Д) соединений  

18, 22, 23, 25–27, 35-42

Total energies of systems (E, a.u.) calculated by the DFT method, calculated heat effects  
of the condensation process (ΔE, kJ/mol) and dipole moments (D, D)  

of compounds 18, 22, 23, 25–27, 35–42

Номер соединения E, а.е. (Хартри) D, Д ΔE, кДж/моль

18 –1445,0105023946 6,11 +65,22
22 –1445,0134688265 9,39 +52,21
23 –1445,0089456960 7,54 +65,92
25 –1523,1827518119 9,54 +68,51
26 –1523,1860995639 9,31 +54,50
27 –1523,1817776625 7,55 +67,68
35 –438,6636727423 2,67 –
36 –381,6325538898 3,66 –
37 –459,8060570168 3,71 –
38 –776,6331430635 3,51 –
39 –776,6337003103 5,31 –
40 –776,6317113851 2,85
41 –776,6324106770 2,85 –
42 –75,9472917824 2,22 –

                            П р и м е ч а н и е. 1 а.е. (Хартри) = 2625,5 кДж/моль.

Результаты исследований. Данные квантово-химических расчетов выявили незначительный 
эндотермический эффект каскадной трехкомпонентной конденсации (в пределах 52–68 кДж/моль), 
чем и был обусловлен выбор растворителя (бутанол, т. кип. 117,7 оС) для проведения этой реакции 
(кипячение 24 ч).

Для определения цитотоксической активности синтезированных соединений 1, 2, 5, 6, 11, 13, 
19–22 использовали стандартный МТТ-тест [16]. В качестве объектов исследования взяты четы-
ре различных клеточных линии колоректального рака (RKO, COLO320, LS174T, SW480). Уста-
новлено, что соединения 2, 11, 19–21 заметно не снижали метаболическую активность раковых 
клеток. Наибольшую цитотоксическую активность проявили акридиновые производные 1, 6, 13, 
22 в отношении LS174T клеток (В = 38–58 %). Они пройдут дополнительные исследования с целью 
получения дозозависимых характеристик (IC50). Результаты испытаний представлены в процен-
тах к контролю, в котором клетки содержали только культуральную среду (рис. 3). Выживае-
мость клеток рассчитывали по отношению величины оптического поглощения опытных проб  
к контрольным пробам по формуле:

 
В =

 
0

к

П( ) 100%.
П

B − ⋅  
 

(2)
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Заключение. Разработан удобный одностадийный способ синтеза производных акридина, 
бисакридина и пиримидохинолина, дополненных различными фармакофорными фрагментами. 
С помощью квантово-химических расчетов выявлено, что реакция каскадной трехкомпонентной 
конденсации сопровождается незначительным эндотермическим тепловым эффектом, что пре-
допределило выбор в качестве растворителя бутанола. Некоторые из синтезированных соедине-
ний, а в особенности производные акридина и бисакридина с ферроценовым фрагментом 6, 13, 
проявили значительную цитотоксическую активность в отношении раковых клеток LS174T. 

Экспериментальная часть

ИК-спектры соединений записаны на Фурье-спектрофотометре Protege-460 фирмы Nikolet  
с приготовлением образцов в виде таблеток с KBr. УФ-спектры соединений 1–4, 7, 9–12, 15, 17–34 
были сняты на спектрофотометре Varian Cary 300 с использованием кварцевых кювет с l = 1 см. 
В качестве растворителя применяли метанол. Концентрация исследуемых соединений составля-
ла c = 10–5 моль/л. Спектры ЯМР 1Н и 13С соединений 1, 3, 26 сняты на спектрометре Avance-500 
Bruker в ДМСО-d6) относительно остаточных сигналов растворителя [ДМСО-d6, δН 2.5, δС 40.1 м.д.]. 
Запись ЯМР спектров остальных соединений оказалась невозможной из-за их крайне низкой 
растворимости в обычно применяемых растворителях. Элементный анализ C, H, N,S-содержащих 
соединений выполнялся на CHNS-анализаторе Vario MICRO cube V1.9.7., остальных – классиче-
скими методами микроанализа.

Для синтезов использовали 1,3-циклогександион, 5,5-диметилциклогексан-1,3-дион, 2,4,6-три-
гидроксипиримидин, 2-нафтиламин, 1,5-нафталиндиамин квалификации «ч. д. а.»; сложные 
эфиры никотиновой и изоникотиновой кислот были синтезированы по методике [17]. 

Акридины 1–10 (общая методика). Смесь 1,00 ммоль альдегида, 1,05 ммоль 2-нафтиламина 
и 1,05 ммоль 1,3-циклогександиона (5,5-диметилциклогексан-1,3-диона или 2,4,6-тригидрокси-
пиримидина) в 30 мл бутанола кипятили с обратным холодильником 24 ч. После прекращения 
выпадения осадка, смесь охлаждали в холодильнике, осадок отфильтровывали в вакууме через 
стеклянный фильтр Шотта, промывали небольшим количеством холодного бутанола и сушили  
в воздушном термостате при 50 оС до постоянной массы.

12-(4,5-Дихлоризотиазол-3-ил)-8,9,10,12-тетрагидробензо[a]акридин-11(7H)-он (1). Вы-
ход 0,29 г (72 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3257, 3179, 3074, 2925, 2854, 1635, 1584, 1521, 
1491, 1466, 1430, 1422, 1400, 1413, 1387, 1369, 1317, 1289, 1237, 1188, 1140, 1129, 1078, 1063, 1050, 
1029, 1011, 977, 958, 947, 902, 871, 855, 817, 763, 749, 699, 658, 647, 606, 592, 552, 536, 520, 512, 470, 
459, 413. УФ спектр, λmax, нм (ε): 216 (34000), 232 (54000), 270 (16000), 281 (21000), 291 (24000),  

Рис. 3. Цитотоксическое действие акридиновых производных 1, 2, 5, 6, 11, 13, 19–22

Fig. 3. Cytotoxic effect of acridine derivatives 1, 2, 5, 6, 11, 13, 19–22
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339 (7000), 376 (10000). Спектр ЯМР 1Н (500 МГц, ДМСО-d6), δ, м. д.: 1,76–1,87 м (1H, CH2), 1,91–
2,00 м (1H, CH2), 2,17–2,32 м (2H, CH2), 2,60–2,67 м (2H, CH2), 6,15 c (1H, CH), 7,26 д (1Hаром, J 8,8 Гц), 
7,33 т (1Hаром, J 7,4 Гц), 7,48 т (1Hаром, J 7,2 Гц), 7,80 т (2Hаром, J 8,9 Гц), 8,02 д (1Hаром, J 8,5 Гц), 9,96  
с (1H, NH). Спектр ЯМР 13С (125 МГц, ДМСО-d6), δC, м. д.: 21,52 (СH2), 27,49 (CH2), 35,85 (СH), 37,14 (CH2), 
117,84 (1CHаром), 122,29 (1CHаром), 124,36 (1CHаром), 127,67 (1CHаром), 129,21 (1CHаром), 129,35 (1CHаром), 
105,55, 113,63, 122,51, 130,76, 131,95, 135,10, 146,81, 154,40, 170,95, 193,90 (10Счетв). Найдено, %: С 59,99; 
Н 3,53; Cl 17,65; N 7,01; S 7,93. C20H14Cl2N2OS. Вычислено, %: С 59,86; Н 3,52; Cl 17,67; N 6,98;  
S 7,99. M 401,31.

12-(4,5-Дихлоризотиазол-3-ил)-9,9-диметил-8,9,10,12-тетрагидробензо[a]акридин-
11(7H)-он (2). Выход 0,34 г (79 %), т. пл. >310°С. ИК спектр, ν, см–1: 3249, 3179, 3079, 2959, 2925, 
2878, 1638, 1594, 1583, 1523, 1495, 1469, 1427, 1400, 1371, 1347, 1260, 1228, 1183, 1170, 1154, 1127, 
1090, 1034, 1013, 983, 974, 964, 949, 937, 880, 820, 790, 780, 750, 720, 706, 656, 618, 587, 573, 522, 497, 
474, 433. УФ спектр, λmax, нм (ε): 216 (33000), 233 (54000), 270 (15000), 282 (20000), 292 (24000), 341 
(7000), 378 (10000). Найдено, %: С 61,65; Н 4,24; Cl 16,45; N 6,51; S 7,43. C22H18Cl2N2OS. Вычисле-
но, %: С 61,54; Н 4,23; Cl 16,51; N 6,52; S 7,47. M 429,36.

12-(5-Фенилизоксазол-3-ил)-8,9,10,12-тетрагидробензо[a]акридин-11(7H)-он (3). Выход 
0,29 г (73 %), т. пл. 252–254 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3265, 3188, 3092, 3067, 3017, 2947, 2888, 1599, 
1584, 1520, 1496, 1471, 1447, 1426, 1400, 1380, 1337, 1320, 1284, 1236, 1190, 1139, 1120, 1067, 1044, 
1030, 1006, 962, 948, 910, 850, 822, 809, 765, 749, 692, 669, 609, 588, 537, 526, 516, 484, 464, 451, 418. 
УФ спектр, λmax, нм (ε): 213 (39000), 231 (54000), 268 (30000), 278 (31000), 289 (29000), 320 (6000), 
336 (8000), 365 (9000). Спектр ЯМР 1Н (500 МГц, ДМСО-d6), δ, м. д.: 1,88–2,03 м (2H, CH2), 2,27–
2,35 м (2H, CH2), 2,60–2,76 м (2H, CH2), 6,07 c (1H, CH), 6,74 c (1H, CHизокс), 7,29 д (1Hаром, J 8,7 Гц), 
7,37 т (1Hаром, J 7,4 Гц), 7,39-7,46 м (3Hаром), 7,53 т (1Hаром, J 7,2 Гц), 7,72 дд (2Hаром, J 7,8, 1,5 Гц),  
7,77-7,85 м (2Hаром), 8,13 д (1Hаром, J 8,6 Гц), 9,93 с (1H, NH). Спектр ЯМР 13С (125 МГц, ДМСО-d6), δC, 
м. д.: 21,91 (СH2), 27,90 (CH2), 29,49 (СH), 37,59 (CH2), 100,74 (СHизокс), 118,01 (1CHаром), 123,32 (1CHаром), 
124,79 (1CHаром), 126,39 (2CHаром), 127,93 (1CHаром), 129,41 (1CHаром), 129,46 (1CHаром), 130,03 (2СHаром), 
131,06 (1CHаром), 105,27, 114,11, 127,85, 131,38, 132,21, 135,33, 155,26, 168,30, 169,31, 194,50 (10Счетв). 
Найдено, %: С 79,65; Н 5,16; N 7,13. C26H20N2O2. Вычислено, %: С 79,57; Н 5,14; N 7,14. M 392,45.

12-(5-(п-Толил)изоксазол-3-ил)-8,9,10,12-тетрагидробензо[a]акридин-11(7H)-он (4). Выход 
0,31 г (76 %), т. пл. 255–257 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3263, 3185, 3091, 3063, 3017, 2954, 2920, 1600, 
1584, 1520, 1497, 1471, 1455, 1426, 1401, 1383, 1340, 1317, 1287, 1266, 1237, 1189, 1136, 1047, 1033, 1007, 
963, 947, 819, 805, 773, 753, 700, 673, 588, 537, 517, 505, 490, 458. УФ спектр, λmax, нм (ε): 215 (41000), 
231 (53000), 278 (37000), 290 (34000), 320 (6000), 336 (8000), 366 (9000). Найдено, %: С 79,82;  
Н 5,46; N 6,91. C27H22N2O2. Вычислено, %: С 79,78; Н 5,46; N 6,89. M 406,48.

12-Ферроценил-8,9,10,12-тетрагидробензо[a]акридин-11(7H)-он (5). Выход 0,31 г (71 %),  
т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3275, 3191, 3089, 2931, 2870, 1596, 1581, 1519, 1493, 1464, 1427, 
1396, 1386, 1312, 1280, 1234, 1189, 1135, 1106, 1070, 1040, 1027, 1001, 953, 852, 817, 769, 739, 580, 478. 
Найдено, %: С 74,92; Н 5,36; Fe 12,87; N 3,22. C27H23FeNO. Вычислено, %: С 74,84; Н 5,35; Fe 12,89; 
N 3,23. M 433,32.

12-Ферроценил-9,9-диметил-8,9,10,12-тетрагидробензо[a]акридин-11(7H)-он (6). Выход 
0,34 г (74 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3274, 3191, 3087, 2950, 2926, 2866, 1598, 1582, 1519, 
1492, 1467, 1427, 1396, 1383, 1347, 1280, 1260, 1236, 1180, 1149, 1130, 1106, 1033, 1023, 1000, 815, 760, 
743, 581, 488, 474. Найдено, %: С 75,60; Н 5,92; Fe 12,09; N 3,02. C29H27FeNO. Вычислено, %:  
С 75,49; Н 5,90; Fe 12,10; N 3,04. M 461,38.

12- (4,5 -Дихлоризотиазол-3 -ил) -10,12-дигидробензо[ f ]пиримидо[4,5 -b]хино -
лин-9,11(7H,8H)-дион (7). Выход 0,30 г (71 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3303, 3049, 2928, 
2825, 1707, 1693, 1641, 1620, 1591, 1548, 1476, 1446, 1414, 1400, 1372, 1337, 1296, 1230, 1127, 1100, 
1046, 970, 867, 823, 773, 753, 733, 700, 660, 564, 513, 453, 433. УФ спектр, λmax, нм (ε): 217 (34000), 
239 (40000), 264 (19000), 276 (18000), 285 (19000), 324 (5000), 339 (4000). Найдено, %: С 51,94;  
Н 2,44; Cl 16,85; N 13,41; S 7,64. C18H10Cl2N4O2S. Вычислено, %: С 51,81; Н 2,42; Cl 16,99; N 13,43;  
S 7,68. M 417,27.
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12-Ферроценил-10,12-дигидробензо[f]пиримидо[4,5-b]хинолин-9,11(7H,8H)-дион (8). Выход 
0,32 г (72 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см-1: 3200, 3145, 3096, 3051, 2956, 2929, 2853, 1703, 1650, 
1587, 1546, 1461, 1407, 1390, 1373, 1339, 1310, 1249, 1106, 1053, 1040, 1000, 819, 794, 543, 513, 477. 
Найдено, %: С 66,90; Н 4,29; Fe 12,40; N 9,32. C25H19FeN3O2. Вычислено, %: С 66,83; Н 4,26; Fe 
12,43; N 9,35. M 449,28.

12-(5-Фенилизоксазол-3-ил)-10,12-дигидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-9,11(7H,8H)- 
дион (9). Выход 0,29 г (71 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см-1: 3365, 3318, 3197, 3076, 2957, 2929, 
2855, 1709, 1660, 1643, 1613, 1592, 1573, 1545, 1522, 1473, 1448, 1402, 1387, 1365, 1341, 1304, 1234, 
1196, 1187, 1160, 1127, 1080, 1042, 1027, 973, 947, 913, 867, 822, 808, 758, 720, 681, 669, 567, 556, 537, 
520, 505. УФ спектр, λmax, нм (ε): 210 (36000), 242 (45000), 271 (34000), 317 (5000), 381 (2000). Най-
дено, %: С 70.63; Н 3.97; N 13.70. C24H16N4O3. Вычислено, %: С 70,58; Н 3,95; N 13,72. M 408,41.

12- (5 - (п-Толил)изоксазол-3 -ил) -10,12-дигидробензо[ f ]пиримидо[4,5 -b]хино -
лин-9,11(7H,8H)-дион (10). Выход 0,31 г (73 %), т. пл. 300–302 °С. ИК спектр, ν, см-1: 3392, 3318, 
3199, 3078, 3030, 2957, 2925, 2856, 1709, 1660, 1641, 1594, 1546, 1512, 1473, 1456, 1420, 1403, 1388, 
1342, 1304, 1235, 1184, 1160, 1123, 1080, 1044, 1020, 973, 949, 867, 827, 814, 773, 754, 713, 667, 567, 
557, 533, 520, 505. УФ спектр, λmax, нм (ε): 214 (24000), 243 (25000), 272 (25000), 319 (3000), 381 
(2000). Найдено, %: С 71.12; Н 4.30; N 13.23. C25H18N4O3. Вычислено, %: С 71,08; Н 4,29; N 13,26.  
M 422,44.

Акридины 11–16 (общая методика). Смесь 2,00 ммоль альдегида, 1,05 ммоль 1,5-нафталин-
диамина и 2,10 ммоль 1,3-циклогександиона (5,5-диметил-1,3-циклогександиона или 2,4,6-триги-
дроксипиримидина) в 30 мл бутанола кипятили с обратным холодильником 24 ч. После прекра-
щения выпадения осадка, смесь охлаждали в холодильнике, осадок отфильтровывали в вакууме 
через стеклянный фильтр Шотта, промывали небольшим количеством холодного бутанола и су-
шили в воздушном термостате при 50 оС до постоянной массы.

8,16-Бис(4,5-дихлоризотиазол-3-ил)-3,4,8,10,11,12,13,16-октагидроакридино[4,3-c]акри-
дин-1,9(2H,5H)-дион (11). Выход 0,53 г (78 %), т. пл. 308–310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3230, 3242, 
3100, 3025, 2925, 2858, 1627, 1589, 1518, 1497, 1417, 1389, 1370, 1335, 1265, 1194, 1173, 1132, 1091, 1077, 
997, 972, 907, 873, 853, 813, 800, 754, 713, 690, 673, 607, 577, 539, 487. УФ спектр, λmax, нм (ε): 215 (8000), 
261 (10000), 292 (3000), 346 (3000), 383 (4000), 397 (4000). Найдено, %: С 53,50; Н 3,01; Cl 21,01;  
N 8,29; S 9,45. C30H20Cl4N4O2S2. Вычислено, %: С 53,42; Н 2,99; Cl 21,03; N 8,31; S 9,51. M 674,45.

8,16-Бис(4,5-дихлоризотиазол-3-ил)-3,3,11,11-тетраметил-3,4,8,10,11,12,13,16-октагидра-
кридино[4,3-c]акридин-1,9(2H,5H)-дион (12). Выход 0,58 г (79 %), т. пл. 310–312 °С. ИК спектр, 
ν, см–1: 3314, 3242, 3100, 3025, 2951, 2925, 2866, 1633, 1590, 1518, 1494, 1420, 1387, 1367, 1333, 1257, 
1170, 1149, 1123, 1090, 1071, 1028, 987, 969, 890, 867, 807, 755, 673, 637, 612, 552, 500, 440. УФ спектр, 
λmax, нм (ε): 209 (15000), 224 (15000), 263 (21000), 294 (9000), 386 (10000), 403 (10000). Найдено, %: 
С 56,12; Н 3,89; Cl 19,48; N 7,72; S 8,76. C34H28Cl4N4O2S2. Вычислено, %: С 55,90; Н 3,86; Cl 19,41;  
N 7,67; S 8,78. M 730,55.

8,16-Диферроценил-3,4,8,10,11,12,13,16-октагидроакридино[4,3-c] акридин-1,9(2H,5H)-дион (13). 
Выход 0,55 г (75 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3319, 3086, 2947, 2919, 2863, 1590, 1518, 1486, 
1412, 1378, 1344, 1317, 1262, 1190, 1183, 1168, 1132, 1105, 1035, 1020, 992, 920, 813, 781, 750, 727, 647, 
535, 479. Найдено, %: С 71,77; Н 5,21; Fe 15,09; N 3,75. C44H38Fe2N2O2. Вычислено, %: С 71,56; Н 5,19; 
Fe 15,12; N 3,79. M 738,47.

8,16-Диферроценил-3,3,11,11-тетраметил-3,4,8,10,11,12,13,16-октагидроакридино[4,3-c]
акридин-1,9(2H,5H)-дион (14). Выход 0,60 г (76 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3210, 3017, 
2956, 2928, 2867, 1593, 1522, 1502, 1467, 1410, 1369, 1276, 1244, 1167, 1149, 1125, 1070, 1000, 970, 928, 
890, 870, 823, 780, 727, 608, 517, 477. Найдено, %: С 72,79; Н 5,86; Fe 14,03; N 3,50. C48H46Fe2N2O2. 
Вычислено, %: С 72,56; Н 5,84; Fe 14,06; N 3,53. M 794,58.

8,16-Бис(4,5-дихлоризотиазол-3-ил)-10,12,13,16-тетрагидропиримидо [4,5-b]пиримидо[4’,5’:2,3] 
хинолино[8,7-h]хинолино-1,3,9,11(2H,4H,5H,8H)-тетраон (15). Выход 0,55 г (78 %), т. пл. 310–
312 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3280, 3092, 2958, 2928, 2871, 2855, 1732, 1657, 1619, 1597, 1551, 1416, 1378, 
1345, 1280, 1264, 1240, 1216, 1177, 1103, 1067, 1024, 978, 891, 807, 776, 757, 671, 562, 519, 497.  
УФ спектр, λmax, нм (ε): 216 (40000), 249 (39000), 263 (39000), 300 (3000), 349 (12000), 403 (10000). 
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Найдено, %: С 44,43; Н 1,73; Cl 20,03; N 15,85; S 9,03. C26H12Cl4N8O2S2. Вычислено, %: С 44,21;  
Н 1,71; Cl 20,08; N 15,86; S 9,08. M 706,37.

8,16-Диферроценил-10,12,13,16-тетрагидропиримидо [4,5-b]пиримидо [4’,5’:2,3]хиноли-
но[8,7-h]хинолино-1,3,9,11(2H,4H,5H,8H)-тетраон (16). Выход 0,60 г (78 %), т. пл. >310 °С. ИК 
спектр, ν, см–1: 3227, 3091, 2955, 2929, 2869, 1700, 1623, 1581, 1455, 1432, 1408, 1390, 1372, 1338, 1250, 
1210, 1106, 1040, 1027, 1001, 819, 793, 774, 543, 483. Найдено, %: С 62,67; Н 3,95; Fe 14,48; N 10,90. 
C40H30Fe2N6O4. Вычислено, %: С 62,36; Н 3,93; Fe 14,50; N 10,91. M 770,39.

Акридины 17-34 (общая методика). Смесь 1,00 ммоль сложного эфира никотиновой/изони-
котиновой кислоты и гидроксибензальдегида, 1,05 ммоль 2-нафтиламина и 1,05 ммоль 1,3-ци-
клогександиона (5,5-диметил-1,3-циклогександиона или 2,4,6-тригидроксипиримидина) в 30 мл 
бутанола кипятили с обратным холодильником 24 ч. После прекращения выпадения осадка, 
смесь охлаждали в холодильнике, осадок отфильтровывали в вакууме через стеклянный фильтр 
Шотта, промывали небольшим количеством холодного бутанола и сушили в воздушном термо-
стате при 50оС до постоянной массы.

3-(11-Оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенил никотинат (17). Выход 
0,35 г (78 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3259, 3167, 3064, 2945, 2872, 1739, 1607, 1593, 1575, 
1520, 1481, 1464, 1429, 1389, 1313, 1272, 1250, 1237, 1217, 1188, 1134, 1083, 1022, 1001, 960, 907, 823, 796, 
754, 743, 732, 700, 688, 651, 623, 600, 575, 550, 526, 480, 468, 417. УФ спектр, λmax, нм (ε): 217 (50000), 
230 (58000), 269 (15000), 279 (19000), 291 (21000), 338 (8000), 367 (9000). Найдено, %: С 78,15; Н 5,00; 
N 6,26. C29H22N2O3. Вычислено, %: С 78,01; Н 4,97; N 6,27. M 446,50.

4-(11-Оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенил никотинат (18). Выход 
0,31 г (70 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3259, 3187, 3085, 3050, 3017, 2954, 2921, 2867, 1746, 
1618, 1598, 1583, 1520, 1494, 1467, 1426, 1397, 1384, 1336, 1323, 1282, 1238, 1203, 1192, 1170, 1139, 
1124, 1091, 1020, 961, 903, 843, 817, 807, 750, 730, 698, 616, 583, 540, 517, 484. УФ спектр, λmax, нм (ε): 
218 (37000), 230 (42000), 280 (14000), 291 (16000), 339 (6000), 367 (7000). Найдено, %: С 78,13; Н 4,99; 
N 6,25. C29H22N2O3. Вычислено, %: С 78,01; Н 4,97; N 6,27. M 446,50.

2-Метокси-5-(11-оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенилникотинат 
(19). Выход 0,36 г (75 %), т. пл. 305–310 °С. ИК спектр, ν, см-1: 3236, 3163, 3057, 2958, 2936, 1740, 
1590, 1578, 1517, 1496, 1464, 1453, 1420, 1386, 1337, 1317, 1284, 1267, 1237, 1205, 1177, 1135, 1124, 1110, 
1070, 1050, 1018, 956, 914, 900, 850, 814, 755, 733, 723, 696, 650, 630, 600, 584, 546, 502, 475, 466. УФ 
спектр, λmax, нм (ε): 228 (49000), 280 (16000), 291 (18000), 338 (7000), 368 (8000). Найдено, %: С 75,75; 
Н 5,12; N 5,81. C30H24N2O4. Вычислено, %: С 75,61; Н 5,08; N 5,88. M 476,52.

2-Метокси-4-(11-оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенилникотинат 
(20). Выход 0,32 г (68 %), т. пл. 297–300 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3265, 3190, 3088, 3013, 2936, 2871, 
1745, 1601, 1584, 1578, 1519, 1494, 1469, 1427, 1418, 1400, 1384, 1333, 1284, 1270, 1236, 1191, 1143, 
1120, 1087, 1073, 1022, 963, 900, 873, 851, 822, 808, 752, 730, 700, 640, 580, 528, 477. УФ спектр, λmax, 
нм (ε): 218 (41000), 229 (43000), 280 (15000), 291 (16000), 338 (6000), 365 (7000). Найдено, %: С 75,80; 
Н 5,12; N 5,82. C30H24N2O4. Вычислено, %: С 75,61; Н 5,08; N 5,88. M 476,52.

2-Этокси-4-(11-оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенилникотинат 
(21). Выход 0,36 г (74 %), т. пл. 280–283 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3264, 3191, 3089, 3017, 2973, 2937, 
1745, 1602, 1583, 1520, 1495, 1470, 1427, 1400, 1385, 1333, 1268, 1237, 1191, 1143, 1118, 1087, 1073, 
1033, 1022, 964, 907, 870, 857, 822, 807, 773, 750, 729, 701, 637, 583, 529, 477, 463. УФ спектр, λmax, нм 
(ε): 219 (52000), 229 (56000), 280 (19000), 291 (21000), 338 (8000), 366 (9000). Найдено, %: С 76,12;  
Н 5,41; N 5,69. C31H26N2O4. Вычислено, %: С 75,90; Н 5,34 N 5,71. M 490,55.

3-(11-Оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенил-изоникотинат (22). Выход  
0,31 г (69 %), т. пл. 302–305 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3259, 3155, 3083, 3050, 2942, 2878, 1738, 1607, 1573, 
1518, 1490, 1460, 1430, 1413, 1386, 1313, 1276, 1267, 1249, 1237, 1214, 1188, 1134, 1092, 1067, 1030, 
1010, 1000, 990, 958, 907, 883, 850, 821, 799, 770, 757, 744, 708, 696, 686, 652, 630, 600, 574, 549, 530. 
УФ спектр, λmax, нм (ε): 215 (49000), 231 (52000), 279 (20000), 291 (22000), 338 (8000), 366 (9000). 
Найдено, %: С 78,15; Н 5,01; N 6,23. C29H22N2O3. Вычислено, %: С 78,01; Н 4,97; N 6,27. M 446.50.

4-(11-Оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенил-изоникотинат (23). Выход  
0,32 г (72 %), т. пл. 295–300 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3259, 3187, 3087, 2954, 2867, 1747, 1620, 1597, 
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1583, 1521, 1494, 1467, 1427, 1400, 1385, 1323, 1276, 1238, 1192, 1169, 1140, 1096, 1063, 1019, 960, 907, 844, 
817, 752, 700, 680, 617, 587, 538, 480. УФ спектр, λmax, нм (ε): 216 (41000), 231 (39000), 280 (17000), 
291 (18000), 339 (6000), 369 (6000). Найдено, %: С 78,20; Н 5,00; N 6,25. C29H22N2O3. Вычислено, %: 
С 78,01; Н 4,97; N 6,27. M 446,50.

2-Метокси-5-(11-оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенилизоникоти-
нат (24). Выход 0,33 г (70 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3233, 3159, 3059, 2956, 2880, 1745, 
1592, 1580, 1517, 1496, 1464, 1457, 1418, 1400, 1385, 1333, 1320, 1314, 1283, 1270, 1258, 1203, 1187, 
1177, 1150, 1135, 1125, 1111, 1084, 1072, 1061, 1022, 956, 940, 917, 900, 857, 846, 827, 812, 771, 753, 703, 680, 
631, 593, 585, 550, 507, 477. УФ спектр, λmax, нм (ε): 216 (43000), 229 (43000), 280 (17000), 291 (18000), 
338 (7000), 365 (7000). Найдено, %: С 75,80; Н 5,12; N 5,85. C30H24N2O4. Вычислено, %: С 75,61;  
Н 5,08; N 5,88. M 476,52.

4-(9,9-Диметил-11-оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенилникотинат 
(25). Выход 0,33 г (70 %), т. пл. 280–282 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3274, 3189, 3083, 2956, 2925, 2871, 
1743, 1633, 1616, 1592, 1581, 1520, 1492, 1470, 1427, 1418, 1396, 1383, 1348, 1321, 1301, 1279, 1262, 
1240, 1202, 1167, 1147, 1123, 1090, 1034, 1024, 981, 937, 881, 850, 827, 809, 746, 730, 700, 619, 588,  
545, 523, 490. УФ спектр, λmax, нм (ε): 217 (41000), 232 (48000), 281 (17000), 292 (19000), 340 (7000), 
370 (8000). Найдено, %: С 78,59; Н 5,55; N 5,86. C31H26N2O3. Вычислено, %: С 78,46; Н 5,52; N 5,90. 
M 474,55.

3-(9,9-Диметил-11-оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенилизонико-
тинат (26). Выход 0,34 г (72 %), т. пл. 298–300°С. ИК спектр, ν, см–1: 3252, 3177, 3075, 3024, 2957, 
2926, 2870, 1741, 1593, 1582, 1521, 1500, 1494, 1485, 1467, 1430, 1424, 1410, 1400, 1384, 1370, 1324, 
1275, 1260, 1238, 1208, 1184, 1140, 1119, 1093, 1066, 1036, 1002, 815, 749, 704, 693, 664, 630, 593. УФ 
спектр, λmax, нм (ε): 215 (42000), 232 (44000), 280 (17000), 291 (18000), 339 (7000), 370 (8000). Спектр 
ЯМР 1Н (500 МГц, ДМСО-d6), δ, м. д.: 0,87 с (3H, СH3), 1,03 с (3H, СH3), 2,07 д (1H, CH2, J 6,0 Гц), 
2,23 д (1H, CH2, J 6,0 Гц), 2,41 д (1H, CH2, J 6,5 Гц), 2,52 д (1H, CH2, J 6,5 Гц), 5,88 с (1H, CH), 6,99 
дк (1Hаром, J 7,9, 1,1 Гц), 7,15 т (1Hаром, J 1,9 Гц), 7,19 д (1Hаром, J 5,9 Гц), 7,24 т (1Hаром, J 7,8 Гц), 
7,29-7,36 м (2Hаром), 7,43 т (1Hаром, J 7,6 Гц), 7,78-7,83 м (2Hаром), 7,94 дд (2Hпиридин, J 6,0, 1,6 Гц), 
7,97 д (1Hаром, J 8,5 Гц), 8,84 дд (2Hпиридин, J 6,0, 1,6, Гц), 9,75 с (1H, NH). Спектр ЯМР 13С  
(125 МГц, ДМСО-d6), δC, м. д.: 26,94 (СH3), 29,69 (СH3), 36,29 (CH), 40,72 (CH2), 50,85 (CH2), 117,66 
(1CHаром), 119,61 (1CHаром), 120,98 (1CHаром), 123,01 (1CHаром), 123,51 (2СHпиридин), 124,29 (1CHаром), 
126,13 (1CHаром), 127,49 (1CHаром), 128,81 (1CHаром), 129,04 (1CHаром), 129,54 (1CHаром), 151,44 
(2СHпиридин), 32,76, 107,39, 116,41, 131,00, 131,83, 135,01, 136,85, 149,51, 150,62, 151,50, 163,93, 193,71 
(12Счетв). Найдено, %: С 78,53; Н 5,53; N 5,86. C31H26N2O3. Вычислено, %: С 78,46; Н 5,52; N 5,90. 
M 474,55.

4-(9,9-Диметил-11-оксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[a]акридин-12-ил)фенилизонико-
тинат (27). Выход 0,37 г (78 %), т. пл. 268–270 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3465, 3261, 3190, 3088, 3037, 
2959, 2926, 2870, 1744, 1618, 1598, 1583, 1520, 1494, 1470, 1429,1399, 1387, 1324, 1277, 1265, 1239, 
1196, 1186, 1171, 1151, 1094, 1085, 1064, 1035, 1020, 983, 887, 849, 812, 753, 746, 699, 683, 663, 587, 547. 
УФ спектр, λmax, нм (ε): 216 (45000), 232 (47000), 281 (19000), 292 (21000), 339 (8000), 371 (9000). 
Найдено, %: С 78,55; Н 5,49; N 5,83. C31H26N2O3. Вычислено, %: С 78,46; Н 5,52; N 5,90. M 474,55.

2-(9,11-Диоксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-12-ил)фенилни-
котинат (28). Выход 0,34 г (74 %), т. пл. 268–270 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3563, 3457, 3407, 3325, 
3200, 3000, 2956, 2932, 2851, 2782, 1750, 1732, 1709, 1685, 1625, 1597, 1520, 1485, 1448, 1409, 1375, 
1336, 1271, 1227, 1209, 1196, 1168, 1131, 1092, 1071, 1037, 1025, 983, 950, 810, 758, 733, 700, 630, 563, 
493. УФ спектр, λmax, нм (ε): 212 (35000), 246 (32000), 270 (10000), 283 (8000), 320 (3000). Найдено, 
%: С 70,25; Н 3,96; N 12,03. C27H18N4O4. Вычислено, %: С 70,12; Н 3,92; N 12,12. M 462,46.

3-(9,11-Диоксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-12-ил)фенилни-
котинат (29). Выход 0,34 г (74 %), т. пл. 304–306 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3351, 3205, 3153, 3071, 
3006, 2958, 2925, 2851, 2782, 1745, 1712, 1684, 1620, 1587, 1519, 1482, 1449, 1413, 1384, 1333, 1271, 
1247, 1218, 1193, 1153, 1132, 1080, 1027, 1000, 918, 901, 862, 816, 800, 777, 762, 731, 695, 631, 573, 496. 
УФ спектр, λmax, нм (ε): 216 (37000), 244 (32000), 272 (12000), 284 (11000), 320 (3000). Найдено, %:  
С 70,20; Н 3,95; N 12,08. C27H18N4O4. Вычислено, %: С 70,12; Н 3,92; N 12,12. M 462,46.



454  Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2020, vol. 56, no. 4, pp. 445–456 

4-(9,11-Диоксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-12-ил)фенилни-
котинат (30). Выход 0,35 г (76 %), т. пл. 273–275 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3354, 3256, 3083, 2925, 
2850, 1736, 1703, 1666, 1622, 1592, 1555, 1505, 1480, 1437, 1420, 1408, 1350, 1320, 1275, 1206, 1169, 1083, 
1040, 1023, 983, 937, 877, 827, 813, 777, 730, 693, 640, 533, 510, 500. УФ спектр, λmax, нм (ε): 217 (27000), 
252 (30000), 283 (8000), 297 (5000), 320 (2000). Найдено, %: С 70, 25; Н 3,93; N 12,10. C27H18N4O4. 
Вычислено, %: С 70,12; Н 3,92; N 12,12. M 462,46.

2-(9,11-Диоксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-12-ил)фенил-
изоникотинат (31). Выход 0,33 г (72 %), т. пл. 268–270 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3191, 3147, 3072, 
3026, 2963, 2891, 2826, 1742, 1709, 1644, 1610, 1591, 1541, 1487, 1474, 1454, 1408, 1397, 1342, 1325, 
1296, 1268, 1256, 1238, 1205, 1186, 1164, 1107, 1081, 1064, 1049, 973, 869, 859, 847, 818, 766, 755, 703, 
678, 664, 588, 560, 517, 500, 473, 453, 421. УФ спектр, λmax, нм (ε): 214 (40000), 238 (41000), 275 (15000), 
285 (16000), 322 (5000). Найдено, %: С 70,18; Н 3,95; N 12,00. C27H18N4O4. Вычислено, %: С 70,12; 
Н 3,92; N 12,12. M 462,46.

4-(9,11-Диоксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-12-ил)фенил-
изоникотинат (32). Выход 0,35 г (76 %), т. пл. >310 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3359, 3226, 3109, 3071, 
3040, 2984, 2928, 2764, 1739, 1712, 1669, 1603, 1585, 1563, 1505, 1438, 1410, 1349, 1328, 1304, 1272, 
1234, 1223, 1203, 1173, 1099, 1082, 1061, 1045, 1022, 1007, 980, 877, 852, 834, 814, 788, 753, 695, 682, 
633, 583, 520. УФ спектр, λmax, нм (ε): 215 (17000), 253 (16000), 283 (7000), 298 (3000), 320 (2000). 
Найдено, %: С 70,22; Н 3,98; N 12,09. C27H18N4O4. Вычислено, %: С 70,12; Н 3,92; N 12,12. M 462,46.

5-(9,11-Диоксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-12-ил)-2-меток-
сифенилизоникотинат (33). Выход 0,34 г (69 %), т. пл. 247–249 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3388, 3199, 
3071, 2957, 2934, 2840, 1748, 1713, 1646, 1625. 1588, 1562, 1543, 1511, 1466, 1441, 1408, 1376, 1325, 
1268, 1210, 1183, 1123, 1083, 1062, 1025, 907, 847, 813, 773, 753, 701, 687, 630, 560, 495. УФ спектр, 
λmax, нм (ε): 211 (29000), 243 (23000), 273 (9000), 283 (8000), 354 (3000). Найдено, %: С 68,44; Н 4,11; 
N 11,31. C28H20N4O5. Вычислено, %: С 68,29; Н 4,09; N 11,38. M 492,48.

4-(9,11-Диоксо-7,8,9,10,11,12-гексагидробензо[ f ]пиримидо[4,5-b]хинолин-12-ил)-2-эток-
сифенилизоникотинат (34). Выход 0,35 г (70 %), т. пл. 272–274 °С. ИК спектр, ν, см–1: 3199, 3122, 
3072, 2982, 2933, 1750, 1706, 1674, 1647, 1603, 1587, 1563, 1542, 1510, 1473, 1453, 1426, 1398, 1353, 
1323, 1273, 1232, 1199, 1166, 1147, 1124, 1087, 1063, 1037, 1007, 970, 847, 823, 808, 793, 752, 700, 680, 
633, 583, 558, 505. УФ спектр, λmax, нм (ε): 213 (28000), 241 (20000), 253 (18000), 273 (10000), 285 (8000), 
320 (4000). Найдено, %: С 68,90; Н 4,40; N 11,01. C29H22N4O5. Вычислено, %: С 68,77; Н 4,38;  
N 11,06. M 506,51.
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СТАБИЛЬНОСТЬ 5ʹ-ДИМЕТОКСИТРИТИЛЬНОЙ ЗАЩИТНОЙ ГРУППЫ  
СИНТЕТИЧЕСКОГО ОЛИГОНУКЛЕОТИДА В УСЛОВИЯХ  

ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ

Аннотация. Модификация 5ʹ-OH группы нуклеиновых кислот заместителями с различными физико-химиче-
скими свойствами имеет принципиальное значение для молекулярной биологии. Интересным представляется ис-
следование симметричного и асимметричного замещения 5ʹ-гидроксила двуцепочечной ДНК (дцДНК) 4,4ʹ-диметок-
ситритильной (ДМТ) группой. Симметричное замещение может позволить осуществлять селективное лигирование 
дцДНК в плазмидный вектор после ее сборки из олигонуклеотидов методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
по сравнению с побочными укороченными продуктами сборки. Синтез асимметрично меченной 5ʹ-ДМТ дцДНК при 
условии наличия специфичной к модификациям 5ʹ-конца экзонуклеазы позволит получать протяженную синтетиче-
скую оцДНК, применяемую для сайт-специфичного включения гена в геном с использованием технологии CRISPR/
Cas9. Чтобы провести подобные исследования необходимо выяснить, стабилен ли синтетический 5ʹ-ДМТ олигону-
клеотид в условиях ПЦР. В данной работе методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с УФ (260 нм) 
и масс-спектрометрической детекцией мы показали, что 5ʹ-ДМТ-группа стабильна в составе синтетического олиго-
нуклеотида в условиях ПЦР, однако присутствие тиольных соединений может снижать выход 5ʹ-ДМТ-дцДНК. Мы 
планируем дальнейшее изучение влияния 5ʹ-ДМТ-группы в составе синтетических ДНК на функционирование раз-
личных ферментов.

Ключевые слова: олигонуклеотиды, 4,4ʹ-диметокситритильная группа, ДМТ, полимеразная цепная реакция, 
ПЦР, синтетический ген

Для цитирования. Стабильность 5ʹ-диметокситритильной защитной группы синтетического олигонуклеотида  
в условиях полимеразной цепной реакции / В. В. Щур [и др.] // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. хiм. навук. – 2020. –  
Т. 56, № 4. – С. 457–464. https://doi.org/10.29235/1561-8331-2020-56-4-457-464
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5ʹ- DIMETHOXYTRITYL PROTECTION GROUP OF SYNTHETIC OLIGONUCLEOTIDE STABILITY  
IN POLYMERASE CHAIN REACTION 

Abstract. Modification of 5ʹ-OH group of nucleic acids by substituents with various physicochemical properties is impor- 
 tant for molecular biology. Investigation of symmetric and asymmetric substitution of 5ʹ-hydroxyl of dsDNA by 4,4ʹ-dimetho-
xytrityl (DMT) group seems interesting. Symmetric substitution can allow performing a selective ligation of dsDNA assem-
bled from oligonucleotides by polymerase chain reaction as compared to shortened assembly by-products into a plasmid vector. 
Synthesis of asymmetrically labeled 5ʹ-DMT dsDNA in case of presence of exonuclease specific to 5ʹ-end modifications will 
allow obtaining a long synthetic ssDNA used for site-specific gene insertion into a genome by CRISPR/Cas9 technique. To 
conduct such investigations, it is necessary to know whether synthetic 5ʹ-DMT oligonucleotide is stable under PCR conditions. 
Here we demonstrated by high performance liquid chromatography with UV (260 nm) and mass-spectrometric detection that 
5ʹ-DMT group of synthetic oligonucleotide is stable under PCR conditions but the presence of thiol compounds can decrease 
a yield of 5ʹ-DMT dsDNA. We plan a further research on influence of 5ʹ-DMT group of synthetic DNA on functionality  
of various enzymes.
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Введение. В молекулярной биологии важной модификацией нуклеиновых кислот является 
замещение 5ʹ-OH группы различными заместителями [1]. Так, например, стабильность и имму-
ногенность терапевтических малых интерферирующих РНК (миРНК) и мРНК можно повысить 
путем модификации их 5ʹ-конца [2–5].

Ассиметричная модификация 5ʹ-OH группы дцДНК применяется для получения протяжен-
ной оцДНК, длина которой соответствует длине гена [6]. Такие оцДНК используют в экспери-
ментах по сайт-специфичной интеграции генов в геном с использованием технологии CRISPR/
Cas9 [7–10]. Один из способов получения протяженной оцДНК основан на селективной фермен-
тативной деградации одной из цепей дцДНК, которую предварительно подвергли фосфорилиро-
ванию. Фермент, осуществляющий процесс деградации фосфорилированной цепи (страндаза),  
а также метод получения оцДНК коммерциализированы компанией Takara Biosciences. Сущест-
вует также и иной подход – асимметричная полимеразная цепная реакция (ПЦР), при которой 
используют молярное соотношение праймеров, значительно смещенное в сторону одного из них 
(forward праймера) [6].

Перед использованием олигонуклеотидов для проведения ПЦР, секвенирования или сборки 
из них дцДНК, которую собираются лигировать в дефосфорилированный вектор, их подвергают 
фосфорилированию при помощи полинуклеотид-киназы фага Т4 [11, 12]. Лигирование можно 
превратить в селективный процесс, при котором правильно собравшаяся из олигонуклеотидов 
конструкция дцДНК преимущественно будет встраиваться в плазмиду. Для этого достаточно 
подвергнуть фосфорилированию только 5ʹ-концы фланкирующих олигонуклеотидов, а осталь-
ные праймеры оставить без модификации. Если для лигирования используют фосфорилирован-
ный вектор, то вместо фосфатной группы для модификации фланкирующих олигонуклеотидов 
стоит использовать иной заместитель.

5ʹ-Гидроксил олигонуклеотида является одним из нуклеофильных центров молекулы, наря-
ду с экзоциклическими аминогруппами гетероциклических азотистых оснований [13]. Осуще-
ствить селективную модификацию 5ʹ-ОН, не затронув при этом другие нуклеофильные центры, 
невозможно [13]. Однако это вполне осуществимо, если аминогруппы азотистых оснований бу-
дут блокированы защитными группами, как в автоматизированном фосфоамидитном синтезе 
олигонуклеотидов [13]. Таким образом, модификацию 5ʹ-ОН олигонуклеотида целесообразно 
проводить в ходе его синтеза. В процессе синтеза для блокирования 5ʹ-ОН растущей цепи олиго-
нуклеотида на всех стадиях, кроме присоединения следующего нуклеотидного звена, использу-
ют 4,4ʹ-диметокситритильную (ДМТ) группу [13]. Для ее удаления перед стадией конденсации 
используют раствор трихлоруксусной кислоты в толуоле или дихлорметане. После присоедине-
ния последнего нуклеотида ДМТ-группу можно как сохранить на конце олигонуклеотида, так  
и удалить, оставив на 5ʹ-конце гидроксильную группу. Если дальнейшую очистку олигонуклео-
тида от побочных продуктов синтеза планируют осуществлять с использованием ВЭЖХ или твер-
дофазной экстракции (ТФЭ) с использованием обращенно-фазовых сорбентов, то ДМТ-группу 
на конце олигонуклеотида сохраняют [14]. Именно эта гидрофобная функциональная группа, 
а также наличие в составе подвижной фазы триэтиламинацетата, ион-парного агента, с одной сто-
роны экранирующего полярные фосфатные группы сахарофосфатного остова ДНК, а с другой – 
взаимодействующего с неполярным октадецилсиликагелем, и позволяет полнодлинновому оли-
гонуклеотиду эффективно по сравнению с укороченными примесями задерживаться на сорбенте 
[14]. Можно так изменить описанный метод очистки, чтобы получить модифицированные ДМТ- 
группой олигонуклеотиды, избавившись при этом от примесей синтеза. Для этого достаточно 
опустить стадию снятия ДМТ-группы (стадию детритилирования трифторуксусной кислотой).

Таким образом, ДМТ-группа может быть введена в синтетический олигонуклеотид доста-
точно просто на этапе его синтеза, также возможно сохранение этой функциональной группы  
в составе олигонуклеотида после его очистки. Однако в литературе нет данных о том, сохраня-
ется ли ДМТ-группа на конце праймера в ходе ПЦР. Именно выяснению этого обстоятельства  
и посвящена статья.

Этот вопрос важен, так как позволяет понять, можно ли рассматривать подобный вариант 
5ʹ-модификации ДНК как перспективный для молекулярной и синтетической биологии. На сегод-
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няшний день не известно, возможно ли провести ПЦР-сборку дцДНК из 5′-ДМТ олигонуклеотидов. 
Если это осуществимо, то можно получать симметрично и асимметрично модифицированные 
ДМТ-группой дцДНК. Асимметричную 5′-ДМТ дцДНК теоретически можно применить для по-
лучения протяженной оцДНК. Одна из цепей дцДНК, имеющая 5ʹ-ДМТ-группу, может быть устой-
чива к действию экзонуклеаз, по аналогии с ферментативной деградацией с помощью странда-
зы. Однако необходимы исследования влияния такой модификации ДНК на функционирование 
различных экзонуклеаз, а также и на ДНК лигазу, ведь теоретически есть перспективы исполь-
зования 5′-ДМТ олигонуклеотидов для селективного по сравнению с укороченными примесями 
лигирования целевого продукта ПЦР-сборки дцДНК в плазмидный вектор. Примеси в данном 
случае будут симметрично модифицированными 5′-ДМТ дцДНК, неспособными замкнуть век-
торную молекулу при лигировании.

Цель работы – исследовать стабильность 5ʹ-диметокситритильной защитной группы олиго-
нуклеотидов в условиях ПЦР.

Материалы и методы. В качестве модельного использовали 5′-ДМТ дT15 олигонуклеотид 
(рис. 1). В эксперименте в простейшем случае ПЦР-цикл моделировали как нагревание при 98 °С, 
так как это максимальная температура, используемая в ПЦР. В более сложном случае использо-
вали ПЦР-цикл, рекомендованный производителем DreamTaq ДНК полимеразы.

В работе использовали 5′-ДМТ-дT-CPG1 с диаметром пор 1000 Å и емкостью 44 мкмоль/г 
(BioAutomation); ДМТ-дT фосфоамидит; дихлорметан; уксусный ангидрид; лутидин; 1-метил-
имидазол; трифторуксусную кислоту и метанол (Sigma-Aldrich); 5-(этилтио)-1H-тетразол (Emp 
Biotech); ацетонитрил для ВЭЖХ с низким содержанием воды (0,002 %) (Fisher Chemical); 32 %- 
ный раствор аммиака (Roth); триэтиламин (ТЭА) (Alpha Aesar); картридж для ТФЭ SupelcleanTM 
ENVITM-18 SPE (Supelco); 10×DreamTaq буфер DreamTaq ДНК полимеразы (Thermo Scientific). 
10×буфер Q5 ДНК полимеразы (New England Biolabs).

А260 и спектры поглощения олигонуклеотида регистрировали на спектрофотометре 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Термостатирование растворов олигонуклеотида и ПЦР-цикл 
осуществляли на термоциклере DNA Engine (Bio Rad Laboratories).

Олигонуклеотид синтезировали, подвергали депротекции и очищали на картридже для ТФЭ 
в соответствии с методом, описанным в [15]. Для сохранения ДМТ-группы на 5ʹ-конце олигону-
клеотида из процедуры очистки исключена стадия детритилирования (обработка 2 %-ной трифтор-
уксусной кислотой). После процедуры очистки раствор олигонуклеотида лиофилизировали на  

Рис. 1. Схема эксперимента по изучению стабильности 5ʹ-ДМТ группы олигонуклеотида дT15 в условиях ПЦР

Fig. 1. Scheme of an experiment to study the stability of the 5ʹ-DMT group of the oligonucleotide dT15 under PCR conditions



460  Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2020, vol. 56, no. 4, pp. 457–464 

Рис. 2. Детритилирование 5′-ДМТ-дT15 олигонуклеотида в воде и буферных растворах для Q5 и DreamTaq ДНК  
полимераз после нагревания при 98 °С в течение 5 мин. a – хроматограммы (ВЭЖХ-УФ); b – масс-спектры хро-
матографических пиков, имеющих времена удерживания 13 и 23 мин, а также масс-спектры после деконволюции  

(в нижней части рисунка)

Fig. 2. Detritylation of 5′-DMT-dT15 oligonucleotide in water and buffer solutions for Q5 and DreamTaq DNA polymerases 
after heating at 98 ° C for 5 min. a – chromatograms (HPLC-UV); b – mass spectra of chromatographic peaks with retention 

times of 13 and 23 min, as well as mass spectra after deconvolution (in the lower part of the figure) 
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вакуумном центрифужном испарителе ScanVac (Labogene), причем в раствор предва рительно до-
бавляли 50 мкл концентрированного водного аммиака с целью предотвращения детритили
рования.

Аналитическую ВЭЖХ с УФ (260 нм) и массспектрометрической (МС) детекцией осущест-
вляли с помощью ВЭЖХсистемы Agilent 1290 в соответствии с [16] (см. раздел LC/MS Parameters 
for Agilent 6520 Accurate Mass QTOF Platform). Отличие использованного нами метода от описан-
ного в приведенном выше источнике состоит в следующем: хроматографическая колонка – 
Poroshell 120 ECC18 (2,1×100 мм, диаметр частиц сорбента – 2,7 мкм), подвижная фаза А – 200 мМ 
гексафторизопропанола и 8,6 мМ ТЭА (рН 7,7), концентрация раствора олигонуклеотида – 0,2 мг/мл. 
Для УФдетекции на длине волны 260 нм использовали диодноматричный детектор 1260 DAD 
VL (Agilent). Массспектры высокого разрешения записаны на массспектрометре QTOF 6550 
(Agilent) в отрицательном режиме электроспрейионизации (упомянутый выше раздел [16]).  
Деконволюцию массспектров осуществляли с использованием модуля BioConfirm программно-
го обеспечения MassHunter.

Результаты и их обсуждение. На рис. 2, а приведены хроматограммы для растворов модель-
ного олигонуклеотида в разных растворителях, записанные после нагревания растворов в тече-
ние 5 мин при 98 °С. Элюция 5′ДМТ дT15 олигонуклеотида происходит на 23 мин, а менее гидро-
фобный детритилированный олигонуклеотид 5′ОН дT15 имеет время удерживания около 13 мин. 
На рис. 2, b отображены массспектры хроматографических пиков рис. 2, a с указанными време-
нами удерживания для того же образца, что подтверждает интерпретацию пиков.

Данные для остальных времен инкубации при 98 °С, а также для ПЦРцикла объединены  
в табл. 1. Приведенные в ней содержания 5′ДМТдT15 определены методом ВЭЖХ (детекция при 
260 нм) по площадям хроматографических пиков, соответствующих 5′ДМТдT15 и 5′ОНдT15.  
В деионизированной воде более 90 % олигонуклеотида теряет защитную группу уже в течение  
5 мин нагревания при 98 °С. Коммерчески доступные буферы для ДНК полимераз намного бо-
лее эффективно стабилизируют ДМТгруппу олигонуклеотида. Так, около 84 % олигонуклеотида 
с ДМТгруппой стабильно сохраняется в 1× буфер DreamTaq ДНК полимеразы даже при нагрева-
нии при 98 °С в течение 15 мин. Буфер для Q5 ДНК полимеразы показал менее хороший резуль-
тат – около 72 % стабильного олигонуклеотида с защитой в том же температурновременном режиме.

Т а б л и ц а  1. Содержание 5ʹ-ДМТ-дТ15 в буферных растворах при нагревании до 98 °С
T a b l e  1. 5ʹ-DMT-dT15 content in buffer solutions by heating to 98 °C

Растворитель
Содержание 5′ДМТдT15, %

1 мин 5 мин 15 мин

Вода 44,5 7,43 0 %
1×буфер Q5 ДНК полимеразы – 88,4 71,5
1×буфер DreamTaq ДНК полимеразы – 93,5 83,69
25 ПЦРциклов в 1× буфере DreamTaq ДНК полимеразы 79,5

В табл. 2 приведен состав различных коммерчески доступных ПЦРбуферов (информация – 
с сайтов производителей). Буферы, использованные нами, отличаются по составу и рН: буфер 
для Q5 ДНК полимеразы имеет рН 9,3, а для DreamTaq ДНК полимеразы – рН 8,3.

Исходя из химических свойств ДМТзащиты, более высокое значение рН буфера должно ста-
билизировать модифицированный ею олигонуклеотид. Однако экспериментальные данные гово
рят об обратном. Это противоречие можно объяснить присутствием βмеркаптоэтанола в буфере 
для Q5 ДНК полимеразы.

В литературе описано нежелательное ретритилирование при деблокировании олигонуклео-
тидов в безводной среде, происходящее в результате смещения равновесия от ДМТкатиона  
и олигонуклеотида без защитной группы к ДМТолигонуклеотиду [17]. Сильный нуклеофил 
(атом серы в составе тиола) может быть эффективным акцептором ДМТкатиона, что будет при-
водить к смещению равновесия в сторону реакции детритилирования, таким образом снижая 
стабильность олигонуклеотида с ДМТгруппой.
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Т а б л и ц а  2. Состав коммерческих ПЦР-буферов
T a b l e  2. Composition of commercial PCR buffers

ДНК  
полимераза pH 1×буфера Cостав 1×буфера Производитель

Taq pH 8,3(25 °C) 10 мМ Tris-HCl, 50 мМ KCl, 1,5 мМ MgCl2, 0,01 % желатин Sigma-Aldrich
Pfu pH 8,8(25 °C) 20 мМ Tris-HCl, 10 мМ KCl, 10 мМ (NH4)2SO4, 2 мМ MgSO4, 1,0 % 

ТритонХ-100, 1 мг/мл бычий сывороточный альбумин (БСА) без нуклеаз Promega

Pwo pH 8,85(20 °C) 10 мМ Tris-HCl, 25 мМ KCl, 5 мМ (NH4)2SO4, 2 мМ MgSO4 Roch
Tth pH 8,9(25 °C) 10 мМ Tris-HCl, 1,5 мМ MgCl2, 0,1 M KCl, 500 мкг/мл БСА, 0,5 % Твин 20 Sigma-Aldrich
Q5 pH 9,3(25 °C) 25 мМ ТАПС-HCl, 50 мМ KCl, 2 м М MgCl2, 1 мМ β-меркаптоэтанол NEB
Phusion pH 9,3(25 °C) 25 мМ ТАПС-HCl, 50 мМ KCl, 2 мМ MgCl2, 1 мМ β-меркаптоэтанол NEB

П р и м е ч а н и е. ТАПС – N-трис(гидроксиметил)метил-3-аминопропансульфоновая кислота.

Заключение. Мы продемонстрировали стабильность 5′-ДМТ-группы в составе синтетических 
олигонуклеотидов в условиях ПЦР. pH и состав буфера для ПЦР определяют стабильность дан-
ной защитной группы. Присутствие тиольных соединений (β-меркаптоэтанола и дитиотреитола)  
в буфере повышает скорость детритилирования модельных олигонуклеотидов и, следовательно, 
может снижать выход 5′-ДМТ-дцДНК. Вместе с тем требуются дальнейшие исследования для 
более глубокого понимания возможности применения 5′-ДМТ-олигонуклеотидов в молекуляр-
ной и синтетической биологии. В частности, важны исследования влияния объемной и гидро-
фобной 5′-ДМТ-группы в составе синтетических олигонуклеотидов на функционирование ДНК 
полимераз, лигазы, экзонуклеаз. Получение дцДНК, 5′-концы которой имеют ДМТ-защиту, в пер-
спективе позволит осуществлять селективное лигирование корректного продукта синтеза дцДНК 
и разработать новый способ получения протяженных оцДНК.
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Аннотация. В результате динамических экспериментов для установления времени, за которое происходит на-
сыщение сорбентов, а также максимального количества связанного общего IgG, были выявлены свойства насыща-
емости и емкости. Получены данные динамики сорбции для трипептидов: Phe-Trp-DTyr, Trp-Phe-DTyr, Phe-Ala-Tyr-
OMe, Phe-Asn-Tyr-OMe, Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe, Phe-Gln-Tyr-OMe и Phe-Gly-Tyr. Удельная насыщаемость достоверно 
подтверждена для образцов Phe-Trp-DTyr и Phe-Gln-Tyr-OMe. Другие образцы сорбентов показывают положитель-
ную динамику с эпизодическими периодами десорбции с дальнейшим выравниванием положительной динамики 
процесса сорбции.

Ключевые слова: сорбция, сорбенты, иммуноглобулины, белки, лиганды, пептиды, селективность, сорбцион-
ная емкость

Для цитирования. Тестирование экспериментальных образцов сорбентов на основе ароматических пептидов / 
Е. С. Пустюльга [и др.] // Вес. Нац. акад. навук Беларусі. Сер. хім. навук. – 2020. – Т. 56, № 4. – С. 465–472. https://doi.
org/10.29235/1561-8331-2020-56-4-465-472

Y. S. Pustsyulga, O. V. Gribovskaya, E. M. Ermola, V. P. Golubovich

Institute of Bioorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus

TESTING OF EXPERIMENTAL SAMPLES OF SORBENTS BASED ON AROMATIC PEPTIDES

Annotation. By dynamic experiments, the purpose of which was to establish the time during which the saturation  
of sorbents occurs, as well as the maximum amount of total IgG bound, the saturation and capacity properties were revealed. 
Sorption dynamics data have been obtained for tripeptides: Phe-Trp-DTyr, Trp-Phe-DTyr, Phe-Ala-Tyr-OMe, Phe-Asn-Tyr-
OMe, Phe-Asp (Bzl)-Tyr-OMe, Phe-Gln-Tyr-OMe and Phe-Gly-Tyr. Specific saturation was reliably confirmed for the Phe-
Trp-DTyr sample and the Phe-Gln-Tyr-OMe sample. Other samples of sorbents show positive dynamics with episodic periods 
of desorption, with further alignment of the positive dynamics of the sorption process.
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Введение. Иммуноглобулины класса G (IgG) и их подклассы могут проявлять аутоиммун-
ную патогенность при таких заболеваниях, как дилатационная кардиомиопатия, первичный 
синдром Шегрена, системный склероз [1, 2]. В патологических состояниях происходит гипер-
продукция антител, что повышает концентрацию общего IgG и его подклассов до 19 мг/мл  
и приводит к острым состояниям организма. В терапии подобных состояний успешно применя-
ется экстракорпоральные методы очистки крови с использованием специфических сорбентов, по-
зволяющих удалять избыточное количество IgG из биологических жидкостей организма [3–5].

На данный момент существует ряд разработок в сфере селективных сорбентов IgG на основе 
органических и неорганических соединений. Лиганды первой группы включают в себя олиго-
пептиды [6]. Сорбенты второй группы содержат бентонит или нанофибру в роли лигандов [7, 8]. 
Однако данные разработки имеют ряд недостатков, которые могут быть связаны со сложностью 
производства и его большой стоимостью. Таким образом, лучшими лигандами могут выступать 
короткие трипептидные соединения на основе ароматических аминокислот. 

В результате проведенных ранее исследований было выявлено, что соединения на основе 
пептидов, в структуре которых присутствуют остатки ароматических аминокислот фенилаланина, 
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триптофана и тирозина, показывают высокую энергию связывания с молекулами Fc-фрагментов 
подклассов IgG [9]. Для создания селективных сорбентов с высоким сродством к иммуноглобу-
линам класса G (IgG) и селективностью к их подклассам нами разработаны варианты биоспеци-
фических сорбентов на основе трипептидов, содержащих ароматические аминокислоты.

Было выявлено, что сорбенты содержащие лиганды формулы Phe-Xaa-Tyr обладают высокой 
степенью сродства к подклассам IgG. Из результатов проведенных исследований можно заклю-
чить, что аминокислотные остатки в центральном положении способны изменять специфичность 
лиганда к подклассам IgG без заметного падения активности ко всему классу IgG, что особенно 
важно для терапии аутоиммунных заболеваний [10]. Важным аспектом исследований, созданных 
экспериментальных образцов сорбентов, является оценка способности связывать IgG в услови-
ях, приближенных к проведению гемосорбции в клинике. Цель данной работы – оценка свойств 
насыщаемости и емкости экспериментальных образцов сорбентов в условиях динамических 
стендовых экспериментов. В качестве лигандов в составе сорбентов были взяты за основу наибо-
лее перспективные олигопептиды из предыдущих исследований (Phe-Trp-DTyr и Trp-Phe-DTyr) 
[11], а также созданы новые трипептиды, полученные путем модификации по второму положе-
нию пептидной цепи трипептида Phe-Trp-Tyr для установления влияния на свойства селективно-
сти к подклассам IgG опытных образцов.

Материалы и методы. В работе использовали аминокислоты (Sigma, США), реагенты 
(Fluka, Швейцария, Acros Organics, Бельгия). Процессы синтеза соединений, удаления защитных 
групп контролировали методом тонкослойной хроматографии на пластинках с закрепленным 
слоем силикагеля (Sorbfil, Россия) в системах растворителей: хлороформ–метанол–20 %-ный ам- 
миак, 60:40:10; бутанол–уксусная кислота–вода, 40:10:10; этилацетат–пиридин–уксусная кислота– 
вода, 50:30:30:10. Вещества обнаруживали на пластинках с помощью хлорбензидинового реагента.

Масс-спектры c химической ионизацией при атмосферном давлении (APCI-MS) регистри-
ровали на масс-хроматографе Accela-LCQ Fleet (Thermo Scientific, США). Для получения акти-
вированных матриц сорбентов проводили прививку акриловой кислоты на полиэтиленовые 
гранулы прямым радиационным методом в Объединенном институте энергетических и ядер-
ных исследований – Сосны. Для иммобилизации лигандов на активированные гранулы по-
следние предварительно модифицировали N-гидрооксисукцинимидом с помощью N, N'-ди-
изопропилкарбодиимида. 

Функциональную оценку связывания IgG полученными образцами сорбентов проводили по-
средством иммуноферментного анализа [12]. Для установления сорбционных качеств экспери-
ментальных образцов к общему IgG был проведен иммуноферментный анализ с использованием 
набора «IgG общий–ИФА–БЕСТ» фирмы «Вектор Бест» (Новосибирск, Россия).

Эксперименты проводили с цитратной плазмой крови с предварительным центрифугирова-
нием при 1000 g в течение 15 мин. Образцы сорбентов объемом 0,05 мл инкубировали в 1,0 мл 
плазмы в течение 30 мин. Концентрацию сорбированного общего IgG и подклассов рассчитыва-
ли по разнице количества IgG в контрольной плазме в сравнении с концентрацией IgG в плазме, 
подвергавшейся воздействию сорбентов. Учет результатов производили с помощью иммунофер-
ментного анализатора iMark фирмы BioRad (США) при длине волны 450 нм (референс 620–655 нм).

Сорбционную емкость устанавливали путем динамических стендовых экспериментов. Зара-
нее подготовленный объем плазмы циркулировал посредством перистальтического насоса через 
микроколонку, содержащую исследуемые образцы сорбентов. Условия динамического стендово-
го эксперимента включали следующие параметры: объем циркулирующей плазмы – 35 мл; ско-
рость перфузии – 2,9 мл/мин; режим перфузии – рециркуляция; общее время сорбции – 60 мин; 
объем сорбента в микроколонках – 7 мл; масса сорбента – 4,3 г. Отбор проб осуществляли на 12, 
24, 36 и 60 мин. Контрольные отборы приготовили до начала эксперимента.

Результаты и их обсуждение. Синтез лигандов осуществляли с использованием классиче-
ских методов пептидного синтеза в растворе путем последовательного присоединения трет-бу-
тилоксикарбонил (Вос)-аминокислот к С-концевым фрагментам (рис. 1). С-концевой тирозин 
вводили в реакции в виде метилового эфира, который конденсировали с Вос-Хаа-ОН, где Хаа – 
Asp(OBzl), Asn, Gln, Ala, Gly соответственно. В качестве основного конденсирующего агента  
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использовали дициклогексилкарбодиимид (DCC) с добавлением N-гидрооксибензотриазола (HOBt) 
в качестве противорацемической добавки. Отщепление Вос-защитной группы проводили обра-
боткой пептидов 4,5 н. раствором НСl в этилацетате в течение 40–50 мин. Практически все ста-
дии синтеза проходили с высокими выходами, что позволило получить целевые трипептиды  
с суммарными выходами 40–56 %. Основным методом контроля структуры пептидной цепи была 
масс-спектрометрия, по которой определяли массы молекулярных ионов промежуточных соеди-
нений и целевых трипептидов.

В качестве матрицы сорбентов использовали полиэтиленовые гранулы объемом 0,05±0,005 мл 
и массой 0,045±0,008 г с привитой акриловой кислотой. Химическая структура данной матрицы 
отличается большим количеством карбоксильных групп. Выбор полиэтиленовой матрицы обу-
словлен жесткостью ее структуры, что предотвращает попадание частиц сорбента в кровь, ста-
бильностью, биологической инертностью. Привитая полиакриловая кислота повышает гемо-
совместимость полимера и создает возможность ковалентно иммобилизовать разнообразные 
лиганды.

О свойствах насыщаемости экспериментальных образцов можно судить исходя из колебания 
значений концентрации IgG, которые показывают периоды сорбции и десорбции. В момент па-
дения значений происходит сорбционный процесс – количество IgG снижается за счет фиксации 
лигандом на поверхности образца. При постепенном уменьшении значений наблюдается пози-
тивная динамика процесса сорбции. В случае, когда в определенный промежуток времени значе-
ния концентрации начинают увеличиваться, происходит процесс десорбции, т.е. зафиксирован-
ные лигандами ранее IgG отсоединяются и уходят в среду. В этом случае можно говорить о нега-
тивной динамике процесса сорбции. 

Так, для образца на основе лиганда Phe-Trp-DTyr удельную насыщаемость можно отметить 
на 36-й минуте эксперимента. Концентрация IgG в плазме, подвергшейся воздействию образца, 
резко уменьшилась почти в 2 раза в течение 12 мин, что свидетельствует о высокой активности 
сорбента. С 12-й по 24-ю минуты наблюдается небольшое колебание концентрации IgG в преде-
лах 0,33 мг. Дальнейшая динамика положительная и показывает восстановившийся процесс сорб-
ции. Показатели выравниваются с 36-й по 60-ю минуты эксперимента, что расценивается как 
достижение удельной насыщаемости образцом (рис. 2). 

Такая же картина динамики процесса адсорбции характерна для образца Phe-Gln-Tyr-OMe. 
Концентрация общего IgG в плазме на 12-й минуте резко сокращается с 9,68 до 6,37 мг/мл. На 
36-й минуте вплоть до конца эксперимента концентрация остается прежней на уровне 5,91 мг/мл 
(рис. 3).

а

Рис. 1. Схема синтеза трипептидов Phe-Asn-Tyr-OMe (II), Phe-Gln-Tyr-OMe (III),  
Phe-Gly-Tyr-OMe (IV), Phe-Ala-Tyr-OMe (V)

Fig. 1. Synthesis scheme of tripeptides Phe-Asn-Tyr-OMe (II), Phe-Gln-Tyr-OMe (III),  
Phe-Gly-Tyr-OMe (IV), Phe-Ala-Tyr-OMe (V)
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Значения концентрации IgG в плазме при воздействии на нее образца на основе Phe-Ala-Tyr-
OMe уменьшаются, постепенно достигнув своего максимума на 36-й минуте, и имеют значение 
7,28 мг/мл. После положительной динамики начиная с 36-й минуты эксперимента происходит 
десорбция IgG и концентрация плазмы поднимается до 8,04 мг/мл. Подобное увеличение кон-
центрации свидетельствует о высокой степени десорбции (рис. 4).

За период проведения эксперимента с использованием образца на основе Phe-Asn-Tyr-OMe 
также наблюдалось постепенное снижение концентрации общего IgG до 24-й минуты с последу-
ющей десорбцией, наблюдаемой на 36-й и дальнейшем медленным увеличением сорбции к 60-й 
минуте (рис. 5). 

Такое же течение сорбции характерно и для образца на основе Phe-Gly-Tyr-OMe. В образце 
снизилось количество общего IgG в плазме с 8,20 до 6,14 мг/мл. Максимум сорбции был достиг-
нут на 24-й минуте, после чего наблюдается небольшое повышение концентрации IgG и даль-
нейший его спад. Подобное течение процесса сорбции может привести к выводу, что возможный 
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Рис. 2. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца  
на основе лиганда Phe-Trp-DTyr

Fig. 2. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based  
on Phe-Trp-DTyr ligand

9,70

6,37 6,43
5,91 5,92

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

0 12 24 36 60

Ко
нц

ен
тр
ац

ия
, м

г/
м
л

Время, мин  

Рис. 3. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца  
на основе лиганда Phe-Gln-Tyr-OMe

Fig. 3. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based  
on Phe-Gln-Tyr-OMe ligand
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порог насыщаемости этими образцами был достигнут и начался процесс разрушения–восста-
новления части комплексов на поверхности опытного образца (рис. 6).

При определении насыщаемости образца на основе Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe концентрация 
плазмы уменьшалась с 11,16 до 6,76 мг/мл на протяжении 36 мин. С 36-й минуты и до конца экс-
перимента наблюдается повышение концентрации от 6,76 до 7,45 мг/мл. Таким образом, можно 
предположить, что период десорбции начинается с 36-й минуты и протекает крайне медленно 
(рис. 7).

Свойства емкости были установлены посредством расчета данных количеств, полученных  
в ходе динамических экспериментов и расчетов максимального количества, сорбированного об-
щего IgG на 1 г сорбента. Количество связанного образцами сорбентов общего IgG рассчиты-
вали по разнице количества свободного белка в плазме в сравнении с исходным количеством 
общего IgG в контрольном образце плазмы крови. В ходе расчетов было выявлено, что среднее 
количество общего IgG в плазме составляло 358,72 мг, при максимальном значении 412,6 и мини-
мальном 287,07 мг (таблица). 
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Рис. 4. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца на основе лиганда Phe-Ala-Tyr-OMe

Fig. 4. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based on Phe-Ala-Tyr-OMe ligand
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Рис. 5. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца на основе лиганда Phe-Asn-Tyr-OMe

Fig. 5. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based on Phe-Asn-Tyr-OMe ligand
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Количество свободного IgG в плазме при проведении динамических экспериментов, мг

The amount of free IgG in plasma during dynamic experiments, mg

Образец сорбента
Время, мин

0 12 24 36 60

Phe-Trp-DTyr 412,60 225,40 237,30 210,00 209,65
Trp-Phe-DTyr 357,70 346,85 333,20 307,65 320,32
Phe-Gln-Tyr-OMe 339,44 223,00 225,17 207,02 207,04
Phe-Asn-Tyr-OMe 358,54 297,36 229,39 257,04 237,27
Phe-Asp(Bzl)-TyrOMe 390,67 313,31 280,08 236,85 260,96
Phe-Ala-Tyr-OMe 365,05 323,40 257,25 254,80 281,40
Phe-Gly-Tyr-OMe 287,07 258,06 214,76 231,53 214,20
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Рис. 6. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца на основе лиганда Phe-Gly-Tyr-OMe

Fig. 6. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based on Phe-Gly-Tyr-OMe ligand
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Рис. 7. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца  
на основе лиганда Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe

Fig. 7. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based on Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe ligand
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Исходя их данных таблицы, количество сорбированного общего IgG образцом на основе Phe-
Trp-DTyr составило 202,6 мг или 50,65 мг/г сорбента, для образца на основе Trp-Phe-DTyr – 12,51 мг/г 
сорбента, Phe-Gln-Tyr-OMe – 33,1, Phe-Asn-Tyr-OMe – 30,32, Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe – 32,43, Phe-
Ala-Tyr-OMe – 20,91, Phe-Gly-Tyr-OMe – 18,22 мг/г сорбента. Полученные результаты свидетель-
ствуют, о том, что наиболее высокие свойства сорбции проявляют образцы на основе Phe-Trp-
DTyr, Phe-Gln-Tyr-OMe и Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe.

Таким образом, достоверно определена предельная насыщаемость образцов на основе Phe-
Trp-DTyr и образца Phe-Gln-Tyr-OMe, наступившая на 36-й минуте эксперимента. Для образцов 
Phe-Ala-Tyr-OMe, Phe-Asn-Tyr-OMe и Phe-Gly-Tyr-OMe предельная насыщаемость может быть 
определена на 24-й минуте, после которой наступает период десорбции. Выявлено, что образцы 
на основе Phe-Trp-DTyr и Phe-Gln-Tyr-OMe обладают высокой активностью лиганда, а также ста-
бильностью. Выявлена наибольшая сорбционная емкость для экспериментальных образцов сор-
бентов на основе Phe-Trp-DTyr – 50,65 мг/г и Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe – 32,43 мг/г. 
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ТЕРМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КОМПОЗИЦИОННЫХ ВОЛОКОН  
СОСТАВА ЦЕЛЛЮЛОЗА–ХИТОЗАН

Аннотация. Получены композиционные волокна состава целлюлоза–хитозан по способу мокрого формования 
из совместных растворов в ортофосфорной кислоте. Методами термогравиметрии (ТГ), дифференциальной тер-
могравиметрии (ДТГ) и дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) проведена оценка их термических 
свойств в интервале 20–600 оС в атмосфере воздуха. Установлено, что температура максимальной скорости разло-
жения композиционных волокон лежит между температурами, характерными для индивидуальных компонентов. 
Показано, что добавление к целлюлозе хитозана приводит к росту массы карбонизованного остатка и придает цел-
люлозным волокнам свойство самозатухаемости. Дано объяснение наблюдаемому эффекту, обусловленному дости-
жением равномерного распределения друг в друге макромолекул целлюлозы и хитозана и их агрегатов, разделенных 
межфазными слоями, в которых реализована сетка зацеплений взаимопроникающих сегментов макромолекул обоих 
полимеров, что обеспечивает появление у композиционных волокон негорючести при содержании хитозана более  
20 % и сохранение целостности волокон после их обработки растворителем хитозана – уксусной кислотой.  
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Abstract. Сellulose–chitosan сomposite fibers were obtained by the method of wet spinning from joint solutions in phos-
phoric acid. Thermogravimetry (TG), differential thermogravimetry (DTG) and differential scanning calorimetry (DSC) 
methods have been used to evaluate their thermal properties in the range of 20–600 °C in air atmosphere. It was found that 
the temperature of the maximum decomposition rate of composite fibers lies between the temperatures characteristic of indi-
vidual components. It is shown that the addition of chitosan to cellulose leads to an increase in the mass of the carbon residue 
and gives the cellulosic fibers a self-extinguishing property. The observed effect is explained by the uniform distribution  
of cellulose and chitosan macromolecules and their aggregates separated by interphase layers in each other, in which a net 
of interpenetrating segments of both polymer macromolecules is represented. This provides the incombustibility for com-
posite fibers with a chitosan content of more than 20 % and maintaining the integrity of the fibers after processing them with  
a solvent of chitosan–acetic acid.
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Введение. Несмотря на широкую распространенность в природе, целлюлоза и хитин одно-
временно в одном природном объекте практически не присутствуют. Исключение составляют 
только оомицеты – большой класс эукариотических организмов, в клеточных стенках которых 
наряду с целлюлозой содержится до 10 % хитинообразных полимеров. Поэтому желание иссле-
дователей искусственно осуществить получение композитов на основе целлюлозы, хитина или 
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его производного – хитозана полностью соответствует современным идеям биомиметики [1]. 
Уникальное строение макромолекул целлюлозы и хитозана, обусловливающее наличие у них 
волокно- и пленкообразующих свойств, биоразлагаемости, а в случае хитозана еще и биологи-
ческой активности, создает предпосылки для получения из них композиционных материалов  
с улучшенными характеристиками в различной физической форме: волокон, нановолокон, ни-
тей, пленок, мембран, гелей, спонжей и др. К сожалению, большинство предложенных к настоя-
щему времени способов получения таких материалов не вышло за рамки лабораторных исследо-
ваний. Это обусловлено сложностью осуществления процессов совмещения данных полимеров 
на молекулярном и надмолекулярном уровнях.

Широко рекламируемым методом получения композитов стала поверхностная обработка 
натуральных целлюлозных и искусственных гидратцеллюлозных волокон растворами хитоза-
на [2]. Такой способ модификации позволяет улучшить окрашиваемость, придать целлюлозным 
волокнам приятный гриф, повысить эластичность, водоудерживающую способность и др. Но 
эти эффекты являются кратковременными и после стирки исчезают [3]. Другие предложения 
по смешению полимерных компонентов, например путем совмещения полимеров в растворе,  
до настоящего времени сдерживались ограниченным числом растворителей, общих для целлюло-
зы и хитозана. Многие из растворителей, предложенных для перевода целлюлозы в растворен-
ное состояние, не могут быть использованы для получения смесей целлюлозы с хитозаном. На-
пример, метилморфолин-N-оксид моногидрат, который сегодня применяется при производстве 
гидратцеллюлозного волокна Лиоцелл, не пригоден для получения композиционных волокон, 
поскольку хитозан в нем не растворяется [4, 5]. Другие растворяющие целлюлозу и хитозан си-
стемы, из которых в лабораторных условиях были сформованы  гидратцеллюлозные волокна: 
смеси NaOH и мочевины (тиомочевины) с добавками ZnO, бинарная смесь ДМАА–LiCl, водные 
растворы неорганических солей – ZnCl2, LiBr, диалкилимидазолиевые ионные жидкости, безвод-
ные суперфосфорные кислоты – из-за коррозионной активности, высокой стоимости, сложности 
регенерации растворителей, токсичности и пожароопасности используемых при формовании  
реагентов также не могут быть рекомендованы для промышленного применения [6, 7]. 

К настоящему времени в малотоннажном масштабе реализованы только процессы получения 
модифицированных хитозаном вискозных волокон путем добавления в раствор ксантогената цел-
люлозы микрочастиц хитозана (волокно Chytopoly) [8] или раствора ксантогената хитина (волокно 
Crabyon) [9]. Но и они пригодны только для получения гидратцеллюлозных волокон, содержа - 
щих не более 2–7 % хитозана. Столь малые добавки хитозана несколько улучшают накрашивае-
мость и гигроскопичность гидратцеллюлозных волокон, но не приводят к появлению у них нового 
комплекса свойств. При этом себестоимость конечного продукта увеличивается в несколько раз.

Сегодня единственным реальным вариантом промышленного производства волокон состава 
целлюлоза–хитозан, по-нашему мнению, может быть новая технология, основанная на получе-
нии совместных растворов целлюлозы и хитозана в ортофосфорной кислоте в условиях, исклю-
чающих интенсивную деструкцию полимеров. Она уже апробирована в опытно-промышленном 
масштабе Учреждением Белорусского государственного университета «Научно-исследователь-
ский институт физико-химических проблем» на ОАО «СветлогорскХимволокно [10–12]. 

Цель настоящей работы – изучение термических свойств композиционных волокон соста-
ва целлюлоза–хитозан, полученных методом мокрого формования из их совместных растворов  
в ортофосфорной кислоте в водно-солевую осадительную ванну, содержащую гидро- и диги-
дрофосфат калия.

Материалы и методы. В качестве исходных полимеров использовали древесную сульфат-
ную целлюлозу производства ОАО «Байкальский целлюлозно-бумажный комбинат» (Россия) со 
степенью полимеризации 800–900 и содержанием α-целлюлозы не менее 92 % и хитозан мар-
ки «пищевой» производства ООО «Биопрогресс» (Россия) со степенью ацетилирования 30 %  
и молекулярной массой 2·105. Листы целлюлозы перед растворением нарезали на квадраты 1×1 см,  
а хитозан измельчали с помощью ультрацентробежной мельницы Retsch ZM 200 (Германия)  
в по рошок с размером частиц не более 1 мм.

При получении совместных растворов целлюлозы с хитозаном в ортофосфорной кислоте 
были опробованы три способа совмещения полимеров: совместное растворение, смешение раз-



         Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2020. Т. 56, № 4. C. 473–481 475

дельно приготовленных растворов и растворение второго полимера в предварительно приготов-
ленном растворе первого. Наиболее приемлемым оказался первый способ. 

Исходным реагентом для приготовления растворителя служила концентрированная (86 %) 
ортофосфорная кислота квалификации «ч.» с плотностью 1,69·103 кг/м3 (ГОСТ 6552-80). На ее ос-
нове готовили фосфорную кислоту растворяющего состава, в которую вводили навески измель-
ченных воздушно-сухих полимеров и перемешивали при 40–60 оС со скоростью от 200 до 1000 
об/мин в течение 0,05–1 ч до образования однородной суспензии. Затем суспензию охлаждали до 
температуры от –1 до –10 оС и получали гомогенные высоковязкие растворы с суммарной кон-
центрацией полимеров от 7 до 9 мас.% при отношении целлюлоза : хитозан = 100 : 0; 90 : 10; 80 : 
20; 75 : 25 и 70 : 30 (мас. ч.). Формование волокон осуществляли в осадительную ванну, представ-
ляющую собой водный раствор гидро- и дигидрофосфата калия при рН 7,0–10,0 и температуре 
5–18 оС. Свежесформованные волокна отмывали последовательно водными растворами этих со-
лей с уменьшающейся от 1,18 до 1,001 г/см3 плотностью. Окончательную отмывку осуществля-
ли обессоленной водой. Сушили волокна при 105–120 оC. В тех же условиях были сформованы 
пленки состава целлюлоза : хитозан = 100:0; 70:30; 50:50 и 0:100. Термогравиметрический анализ  
и дифференциальную сканирующую калориметрию образцов осуществляли на приборе STA 449 
UPITER (NETZSCH, Германия). Масса образцов составляла 2,5–5,0 мг, температурный интер-
вал 20–600 °С, скорость нагрева – 10 °С/мин. Термообработку проводили в атмосфере воздуха.  
Для съемки рентгенограмм на рентгеновском дифрактометре Empyrean фирмы PANalytical  
(CuKα-излучение) образцы волокон предварительно измельчали на ультрацентробежной мель-
нице ZM 200 – Retsch с ситом 1,0 мм, а затем полученные порошки прессовали в таблетки тол-
щиной 3–5 мм. Фурье-ИК спектры в режиме МНПВО (на кристалле селенида цинка с фиксиро-
ванным углом падения 45°) регистрировали на спектрометре Nicolet IS10 FT-IR (ThermoScientific, 
США) при 40-кратном сканировании и разрешении 2 см–1 при температуре окружающей среды.

Определение кислородного индекса (КИ) волокон было выполнено в ФГБОУ ВО «Российский 
государственный университет им. А. Н. Косыгина» по ГОСТ 21793-76 «Пластмассы. Метод опре- 
деления кислородного индекса». Удаление хитозана из композиционных волокон проводили 0,16 М  
уксусной кислотой при двух температурах: 25 и 100 оС с последующей отмывкой дистиллиро-
ванной водой до нейтральной реакции. 

Результаты и их обсуждение. Близость химического строения целлюлозы и хитозана позво-
лила совместить эти полимеры в их общем растворителе на молекулярном и надмолекулярном 
уровнях, а затем зафиксировать это состояние в твердой фазе. В результате были получены во-
локна и пленки с улучшенными физико-химическими свойствами по сравнению с индивидуальны-
ми компонентами и высоким кислородным индексом.

Как видно из рис. 1 и таблицы, максимальной скорости разложения композиционных воло-
кон состава целлюлоза : хитозан = 80:20 и 75:25  в атмосфере воздуха соответствуют близкие 
температуры 282 и 285 оС. Они расположены между температурами, характерными для индиви-
дуальных компонентов: 327 оС для целлюлозы и 257 оС для хитозана. На кривых термического 
разложения как индивидуальных компонентов, так и композиционных волокон проявляются две 
основные стадии потери массы. Первая обусловлена испарением физически адсорбированной 
воды, которое происходит в интервале температур 60–70 оС. При повышении температуры про-
цесс термической деструкции идет по двум направлениям: деполимеризации и дегидратации. 
Термическая деполимеризация приводит к образованию левоглюкозана, который дегидратиру-
ется и разлагается с образованием низкомолекулярных летучих соединений и только частично 
полимеризуется с образованием угля [13]. На кривых ДСК вышеперечисленные процессы харак-
теризуются одним эндо- и двумя экзоэффектами. С ростом содержания хитозана в композици-
онных волокнах основной экзотермический пик смещается в область более низких температур: 
от 493 оС, характерной для чисто целлюлозного волокна, до 472 оС для целлюлозного волокна, 
содержащего 25 % хитозана.

Обращает на себя внимание тот факт, что масса твердого продукта термодеструкции – кар-
бонизованного остатка, образующегося при достижении 600 оС в атмосфере воздуха в случае 
композиционных волокон, превышает массу остатка, образующегося при термическом разло-
жении немодифицированного целлюлозного волокна (таблица). Так, при 25 %-ном содержании 
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хитозана в композиционном волокне масса карбонизованного остатка по сравнению с целлюлоз-
ным выше в 2,5 раза. Это характеризует композиционные волокна как более термостойкие по 
сравнению с целлюлозным.

Нами было показано [14], что введение хитозана в состав композиционных волокон приводит 
к понижению их горючести, которую характеризуют величиной КИ. При удалении источника 
открытого пламени они самозатухают. Факт повышения КИ при введении хитозана в целлюлоз-
ные волокна ранее в научной и патентной литературе не был описан.

Характеристики процесса термодеструкции волокон в атмосфере воздуха
Characteristics of the fibers thermal degradation process in air

Состав образца Карбонизованный 
остаток, %

Температура  
удаления воды,  оС

Количество  
удаляемой воды, %

Температура максимальной  
скорости разложения, оС

Целлюлозное волокно 7,53 59 6,96 327
Волокно целлюлоза : хитозан = 80:20 29,64 58 8,32 282
Волокно целлюлоза : хитозан = 75:25 31,71 60 7,35 285
То же после обработки CH3COOH при 25 оС 8,11 63 6,07 336
То же после обработки кипящей  CH3COOH 7,60 60 7,14 312
Хитозан (пленка) 35,85 70 6,61 257

Рис. 1. Результаты термического анализа образцов  
в атмосфере воздуха: a – целлюлозное волокно; b – хи-
тозановая пленка; с – волокно целлюлоза : хитозан = 
75:25; d – волокно целлюлоза : хитозан = 75:25 после  
обработки CH3COOH при 25 оС; e – волокно целлюлоза : 
хитозан = 75:25 после обработки CH3COOH при 100 оС

Fig. 1. Thermal analysis results of the samples in air: a – cellulose 
fiber; b – chitosan film; с –  fiber cellulose: chitosan = 75:25; 
d – fiber  cellulose : chitosan = 75:25 after treatment with 
CH3COOH at 25 °C; e – fiber cellulose: chitosan = 75:25 

after treatment with CH3COOH at 100 °C
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Как показали результаты определения кислородного индекса, негорючесть модифицирован-
ных гидратцеллюлозных волокон закономерно возрастает с увеличением содержания хитозана. 
Уже при 20 %-ном содержании хитозана волокна обладают пониженной горючестью. Их КИ со-
ставляет 28,9 % по сравнению с 18–20 % КИ для целлюлозных волокон.  При содержании 25 % 
хитозана композиционные волокна имеют КИ, равный 35,5 %. При 30 %-ном содержании хито-
зана волокна перестают гореть и не распространяют пламя. Для них КИ составляет 57 %. Такие 
волокна относят к классу специальных негорючих волокон. Целлюлозно-хитозановые волокна  
частично теряют свой КИ только после 5 стирок по ГОСТ 9733.4. Однако и после этого они  
сохраняют необходимые огнезащитные свойства: КИ равен 29,0 %. Для сравнения: вискозные 
волокна пониженной горючести фирмы «Ленцинг», модифицированные синтетическими аппре-
тами, имеют КИ 28,5 %. После 5 стирок их КИ падает до уровня обычных вискозных волокон 
(КИ 20,8 %).

Для достижения такого значительного эффекта снижения горючести при содержании в ги-
дратцеллюлозном волокне 20–30 % хитозана необходима высокая равномерность распределения 
компонентов друг в друге. Можно предположить, что при формовании композиционных волокон 
из растворов целлюлозы и хитозана в общем растворителе – ортофосфорной кислоте происходит 
совмещение этих полимеров на уровне макромолекул и их агрегатов.  При этом совмещение на 
уровне макромолекул реализуется и в межфазных слоях, которые располагаются по границам 
надмолекулярных образований целлюлозы и хитозана, образуя сетку зацеплений за счет взаи-
мопроникновения сегментов макромолекул обоих полимеров.

Это предположение подтверждают экспериментальные данные. Оказалось, что при обработ-
ке композиционного волокна уксусной кислотой, которая не растворяет целлюлозу, но растворя-
ет хитозан, удалить его полностью не удается. Из таблицы следует, что в результате обработки 
уксусной кислотой волокна состава целлюлоза : хитозан = 75:25 при температуре 25 оС масса 
карбонизованного остатка, образующегося при терморазложении, уменьшается с 31,71  до 8,11 %. 
Только после кипячения композиционного волокна в уксусной кислоте при 100 оС масса его 
остатка становится практически равна массе остатка чисто целлюлозного волокна. Однако не-
смотря на близость масс карбонизованых остатков, термические профили кривых ДТГ и ДСК 
для исходного целлюлозного волокна и целлюлозы, образовавшейся после удаления из компози-
ционного волокна хитозана, не совпадают (рис. 1 а, d и е). 

Интересно, что в результате удаления хитозана из композиционного волокна уксусной кис-
лотой при 25 оС положение основного пика максимальной скорости разложения на кривой ДТГ 
смещается от 285 до 336 оС, что выше, чем у исходного целлюлозного волокна (327 оС). Этот 
факт можно объяснить тем, что в композиционном волокне часть хитозана, которая удаляется 
при обработке уксусной кислотой, присутствует в виде агрегатов его макромолекул, а другая его 
часть, которая не удаляется растворителем, включена в состав межфазных слоев, образующихся 
на границах этих надмолекулярных образований за счет взаимопроникновения макромолекул 
полимеров. Такая кинетическая совместимость на уровне макромолекул и их агрегатов приво-
дит к формированию физической сетки зацеплений их сегментов. О различных типах струк-
турной организации межфазных слоев свидетельствует наличие небольшого плеча при 319 оС 
и основного пика, соответствующего 336 оС. В то же время и второй пик на кривых ДТГ также 
смещается в область более высоких температур: от 469 до 481 оС. Соответствующий этой тем-
пературной области экзотермический пик на кривых ДСК смещается при этом в область более 
низких температур и его положения на кривых ДСК целлюлозного волокна и композиционного 
волокна после удаления из него хитозана при 25 оС соответствуют 493 и 476 оС. 

Даже кипячение в уксусной кислоте при 100 оС не позволяет добиться полного совпадения 
кривых ДТГ и ДСК исходного целлюлозного волокна и целлюлозы, оставшейся в композици-
онном волокне после растворения хитозана. Температура максимальной скорости разложения 
целлюлозного остатка смещена в область более низких температур от 327 до 312 оС. Пик, соот-
ветствующий термоокислению летучих низкомолекулярных продуктов разложения полимеров, 
для композиционного волокна после удаления из него хитозана регистрируется при 499 оС. Для 
сравнения: у исходного целлюлозного волокна положение этого пика соответствует 490 оС.
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Подтверждением факта образования 
гомогенной композиционной смеси целлю- 
лозы с хитозаном является также резкое 
уменьшение степени упорядоченности мак - 
ромолекул целлюлозы, т. е. происходит ее 
аморфизация (рис. 2). На рентгенограмме 
композиционного волокна состава целлю-
лоза : хитозан = 75:25 исчезает дифракци-
онный максимум при 2Ѳ = 15,6о, а макси-
мум, положение которого в целлюлозном 
волокне соответствовало 2Ѳ = 22,0о, сме-
щается до 2Ѳ = 20,6о и расширяется. Это 
указывает на гомогенное распределение 
макромолекул хитозана между макромоле-
кулами целлюлозы, что не позволяет реа ли-
зоваться процессу упорядочения последних 
при осаждении из совместного раствора.

На существование в структуре целлюлозно-хитозановых композиций областей совмещения 
целлюлозы с хитозаном на молекулярном уровне указывает, в частности, и сохранение в Фу-
рье-ИК спектрах композиционных пленок состава целлюлоза : хитозан = 70:30 и 50:50 полосы, 
принадлежащей деформационным колебаниям связи N-H (полоса «Амид II» ~1550см-1) в хитоза-
не, после его частичного удаления из пленки с помощью уксусной кислоты. 

В результате такой обработки полоса не исчезает полностью, но уменьшается ее интенсив-
ность. На рис. 3 это показано для композиционных пленок состава целлюлоза : хитозан = 70:30 
и 50:50.  

Рис. 3. Фрагменты ИК-Фурье спектров пленок до (а) и после (b) обработки CH3COOH: 1 – целлюлоза;  
2 – целлюлоза: хитозан =  70:30, 3 – целлюлоза: хитозан = 50:50 

Fig. 3. Fragments of the IR Fourier spectra of the films before (а) and after (b) treatment with CH3COOH:  
1 – cellulose; 2 – cellulose: chitosan = 70:30; 3 – cellulose: chitosan = 50:50

Рис. 2. Рентгенограммы целлюлозного (1) и композиционного 
волокна состава  целлюлоза : хитозан = 75:25 (2)

Fig. 2. X-ray diffraction patterns of cellulose fiber (1) and 
composite fiber of cellulose: chitosan = 75:25 (2)
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На равномерное взаимное распределение компонентов указывает также и тот факт, что после 
удаления хитозана из композиционого волокна в результате обработки кипящей уксусной кисло-
той волокно сохраняет целостность (рис. 4).

Результаты химического анализа волокон, полученных нами из совместных растворов цел-
люлозы и хитозана в ортофосфорной кислоте путем их осаждения в осадительную ванну, состоя-
щую из гидро- и дигидрофосфатов калия, свидетельствуют о том, что композиционное волокно 
содержит хитозан в виде соли дигидрофосфата хитозония. Это позволяет предположить, что са-
мозатухающие свойства таких волокон обусловлены гомогенным распределением компонентов 
друг в друге как низкой горючестью самого хитозана (КИ = 30,0 %), обусловленной выделением 
при его горении азота, так и образованием его не горючей и не вымываемой водой фосфорнокис-
лой соли.

Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о том, что совмещение целлюлозы 
с хитозаном в ортофосфорной кислоте позволяет получать композиционные волокна состава 
целлюлоза–хитозан с повышенной термостойкостью и КИ. Это придает волокнам, содержащим 
свыше 20 % хитозана, новое свойство самозатухания, а при 30 %-ном содержании хитозана – не-
горючести. Получение аналогичных смесевых составов целлюлозы с хитозаном путем механи-
ческого смешения порошков полимеров или текстильного переплетения целлюлозных и хито-
зановых волокон и нитей в соотношении целлюлоза : хитозан = 80:20; 72:25 ; 70:30 и даже 50:50  
не приводит к появлению у таких материалов самозатухающих свойств. Они остаются легкого-
рючими.

Самозатухаемость целлюлозно-хитозановых волокон открывает широкие возможности их 
применения в производстве огнезащитных материалов. Существующие сегодня самозатухаю-
щие синтетические ткани используются для получения верхней огнезащитной одежды. Такие 
ткани не пропускают влагу и воздух, и поэтому их не рекомендуют использовать для изготов-
ления бельевого трикотажа. В отличие от них новые целлюлозно-хитозановые волокна могут 
быть использованы для производства как нижнего, так и постельного белья. Они представляют 
большой интерес также при изготовлении тканей, трикотажных и нетканых полотен для одежды 
повышенной безопасности второго слоя, особенно для детей и подростков (например, школьной 
формы), обивки для мебели, штор и т. п.

14 

           a                   b                c 

Рис. 4. Сканирующие электронные микрофотографии поверхности волокон:  
a – целлюлозное; b – состава целлюлоза : хитозан = 75:25 до и c – после кипячения в СН3СООН. × 6000

Fig. 4. Scanning electron micrographs of the fibers surface: a – cellulose; b – cellulose: chitosan = 75:25 before and  
c – after boiling in CH3COOH. × 6000
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КОМПЛЕКСНОЕ АНТИКОРРОЗИОННОЕ ПОКРЫТИЕ НА ОСНОВЕ  
ВОДНО-ДИСПЕРСИОННЫХ ГРУНТОВКИ И ЛАКА  

ДЛЯ ЗАЩИТЫ МЕТАЛЛОПРОДУКЦИИ

Аннотация. Установлены закономерности изменения физико-химических свойств композиций и получаемых 
покрытий антикоррозионного грунта от качественного и количественного содержания входящих в их состав ин-
гредиентов. Показано, что наибольшее влияние на их параметры оказывают химическая природа и концентрация 
полимерных пленкообразователей, пигментов, наполнителей и малых функциональных добавок, в особенности 
имеющих наноразмерный уровень. Полученные закономерности и зависимости позволили осуществить экспери-
ментально обоснованный подбор компонентов для состава грунтовки и разработать ее предварительную рецептуру, 
а проведенная оценка свойств композиции и покрытий на ее основе в результате испытаний изготовленного экспери-
ментального образца позволила создать оптимальную ее рецептуру и выпустить в заводских условиях эксперимен-
тальную партию. Расширенные испытания этой партии указывают на полное соответствие ее физико-химических, 
технологических и эксплуатационных параметров техническому заданию. Проведены также экспериментальные 
исследования по изучению свойств водных дисперсий эпоксидных олигомеров и композиций на их основе, предпо-
лагаемых для включения в состав водно-дисперсионного эпоксидного лака. Осуществлен выбор ингредиентов для 
его изготовления. Так, в качестве пленкообразователя целесообразно использовать 60–70 %-ную водную дисперсию 
эпоксидного олигомера собственного запатентованного состава, содержащего необходимые поверхностно-активные 
агенты, а в качестве отвердителя к ней – коммерческий продукт TELALIT 180. Разработана технология нанесения 
комплексного покрытии с применением водно-дисперсионных, пожаробезопасных грунтовки и лака, продемонстри-
ровавшего высокие противокоррозионные свойства при защите металлоконструкций, эксплуатируемых в условиях 
повышенной коррозионной опасности.

Ключевые слова: латексы, пигменты, наполнители, коалесценты, пеногасители, нанодобавки, диспергаторы, 
грунтовка, лак, комплексное покрытие, влагопоглощение, твердость, реология, устойчивость, адгезия
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INTEGRATED ANTICORROSIVE COATING FOR THE PROTECTION OF METAL PRODUCTS BASED  
ON WATER-DISPERSION PRIMERS AND VARNISHES

Abstract. The regularities of changes in the physicochemical properties of the compositions and the resulting coatings  
of anticorrosive soil from the qualitative and quantitative content of the ingredients included in them are established. It is shown 
that the chemical nature and concentration of polymer film-forming agents, pigments, fillers and small functional additives, 
especially those of a nanoscale level, have the great influence on their parameters. The obtained regularities and dependencies 
made it possible to experimentally justify the selection of components for the primer composition and to develop its 
preliminary formulation, and the evaluation of the properties of the composition and coatings based on it as a result of testing 
the manufactured experimental sample made it possible to create its optimal formulation and to produce an experimental 
batch in the factory. Extended tests of this batch indicate that its physicochemical, technological and operational parameters 
fully comply with the technical specifications. Experimental studies have also been carried out to study the properties  
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of aqueous dispersions of epoxy oligomers and compositions based on them, which are supposed to be included in the compo-
sition of water-dispersed epoxy varnish. The selection of ingredients for its manufacture has been done. So, it was advisable to 
use a 60–70 % aqueous dispersion of an epoxy oligomer of our own patented composition containing the necessary surface-
active agents as a film-forming agent, and the commercial product TELALIT 180 as a hardener for it was developed.  
A technology for applying a complex coating using water-based dispersion, fireproof primers and varnishes, which showed 
high anticorrosive properties in the protection of metal structures operating in conditions of increased corrosion real danger, 
has been developed.

Keywords: latexes, pigments, fillers, coalescents, defoamers, nanoparticles, dispersants, primer, varnish, complex coating, 
moisture absorption, hardness, rheology, stability, adhesion
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Введение. Из всех существующих способов антикоррозионной защиты металлов и металло-
изделий на лакокрасочные покрытия (ЛКП) приходится более 60 %. ЛКП относительно дешевы, 
доступны, дают наибольшую возможность выбора, легко наносятся на поверхность и в ряде слу-
чаев достаточно длительное время сохраняют защитные функции. Однако производство и при-
менение лакокрасочных материалов (ЛКМ) часто связано с использованием опасных и вредных 
для здоровья и окружающей среды химических веществ, поэтому одно из главных современных 
направлений развития лакокрасочной отрасли связано со снижением опасности ЛКМ (повыше-
ние их экологической полноценности за счет создания «зеленых» ЛКМ). При этом наибольший 
интерес представляют ЛКМ экологически чистых и экономически малозатратных технологий 
производства и применения (водно-дисперсионные или водоразбавляемые ЛКМ) [1, 2]. Их преи-
мущество не вызывают сомнений в силу следующих причин: очень низкого содержания или пол-
ного отсутствия токсичных с резким запахом растворителей; малого времени отверждения по-
крытий при комнатных температурах; возможности применения для защиты любых конструк-
ций, в том числе и внутри их (емкости, цистерны, труднопроветриваемые помещения) независимо 
от размеров и конфигурации как в условиях производства, так и непосредственно на монтажных 
и строительных площадках; возможности восстановления и ремонта сооружений, металлокон-
струкций, трубопроводов и т.п. непосредственно в процессе их эксплуатации; значительного 
снижения капитальных затрат на нанесение покрытий и сооружение вытяжного оборудования.

В связи с этим цель данной работы – разработка и исследование физико-химических и техно-
логических свойств экологически полноценных и технически совершенных составов водно-дис-
персионных грунтовки и финишного лака для формирования комплексного антикоррозионного 
покрытия с длительным сроком эксплуатации и пожаробезопасной, энергетически малозатрат-
ной технологии их изготовления и применения.

Экспериментальная часть. В работе использовали наиболее широко применяемые в каче-
стве пленкообразующих систем для ЛКМ различного назначения водные дисперсии полимеров 
(латексы): акриловый (АК) марки «CHP 570» (CH-Polymer Oy, Финляндия); стирол-акриловый (СА) 
марки «Лакротэн Э-241» (ПКФ «Оргхимпром», Россия); стирол-бутадиеновый (СБ) латекс «Lipaton 
SB 5521» (Synthomer, Германия). Все латексы получены эмульсионной полимеризацией в присут-
ствии анионоактивных ПАВ. Формулы мономерных звеньев латексов представлены в табл. 1, 
а их характеристики в табл. 2.

Т а б л и ц а  1. Формулы мономерных звеньев используемых латексов

T a b l e  1. Formulas of monomeric links of used latexes

Наименованиепоказателя
Вид латекса

акриловый стирол-акриловый стирол-бутадиеновый

Формулы мономерных звеньев
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Т а б л и ц а  2. Физико-химические параметры латексов
T a b l e  2. Physicochemical parameters of latexes

Наименование показателя
Марка латекса

CHP 570 SB 5521 Лакротэн Э-241

Плотность, г/см3 1,03 1,01 1,01
Содержание сухих веществ, % 46,0 50,0 40,2
рН 8,0±0,5 8,5±0,5 8,0±0,5
Минимальная температура пленкообразования, °С 21 0 –
Средний размер частиц, мкм 0,08 0,20 0,10

Объектами исследования также были выбраны: пигменты, наполнители (каолин марки П-2, 
ГОСТ 21285-75); микрослюда фракционированная марки МС-05-80, ТУ 5725-005-40705684, ЗАО 
«Геоком»; моногидрат метабората бария, ТУ 113-07-014-91 – все производства России; пигмент 
железооксидный (Fe3O4) марки MICRONOX черный BK03; пигмент железооксидный коричневый 
(гематит) марки MICRONOX BR-01 – производства Испании. Некоторые свойства минеральных 
порошков приведены в табл. 3.   

Т а б л и ц а  3. Физико-химические характеристики минеральных порошков
T a b l e  3. Physicochemical characteristics of mineral powders

Наименование
Минеральный порошок

каолин пигмент черный пигмент коричневый слюда борат бария

Химическая формула Al2O3·2SiO2·2H2O Fe3O4(магнетит) Fe2O3 (гематит) K2O·2Al2O36SiO2·2H2O Ba(BO2)2 ·H2O
Форма частиц Пластина Сфера Пластина Пластина Сфера
Плотность, г/см3 2,58 – 5,10 2,82 3,30
рН 10 %-ной водной 
вытяжки 8,1 7,9 8,8 8,4 9,2

Средний радиус частиц 
(0,5 % суспензия), мкм 5,0 3,0 3,0 2,5 6,0

При разработке рецептур антикоррозионной грунтовки и лака применяли диспергаторы, 
смачиватели анионные и неионогенные, коалесценты, основные показатели которых приведены 
в табл. 4, 5.

Т а б л и ц а  4. Физико-химические характеристики диспергаторов
T a b l e  4. Physicochemical characteristics of dispersants

Наименование  
показателя

Диспергатор

оротан 731 оротан 4045 лакротэн В-2 неонол АФ-9

Плотность, г/см3 1,10 1,31 1,06 1,04
рН 9,5 11,0 9,6 7,0
Содержание активных 
веществ, % 25 34 40 100

Активное вещество Натриевая соль  
карбоксилата

Соль поликарбоновой 
кислоты

Натриевая соль  
полиакрилата

Оксиэтилированный 
нонилфенол

Тип Анионный Анионный Анионный Неионогенный

Пигментированные композиции получали методом механического диспергирования неорга-
нических порошков в дисперсионной среде в присутствии соответствующих функциональных 
добавок на лабораторной установке ЛДУ 3МПР (Россия) в режиме бисерной мельницы (мелю-
щие тела – стеклянные шарики Ø4 мм) при скорости 700 об/мин в течение 30 мин. Температу - 
ра диспергирования – (20 ± 2) °С. Необходимые реологические добавки вводили в пигменти-
рованные составы на этой же установке, но работающей в режиме диссольвера при скорости 
700–1000 об/мин.
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Т а б л и ц а  5. Физико-химические свойства коалесцентов
T a b l e  5. Physicochemical properties of coalescents

Торговое название Химическое соединение Химическая  
формула

Молекулярная  
масса, г/моль

Растворимость  
в воде, мас.% Ткип,ºС

Dovanol PnB n-Бутиловый эфир пропиленгликоля С7Н16О2 132,2 5,5 171
Dovanol DPnB Моно n-бутиловый эфир дипропиленгликоля С10Н22О3 190,3 4,5 229
Dalpad Filmer Смесь бутилового эфира трипропиленгликоля 

и бутилового эфира тетрапропиленгликоля – 138,2 2,5 244

Nexcoat 795 Изомерическая смесь 2,2,4-триметил-1,3- 
пентадиол-моноизобутирата – – 0,9 254

Ucar Filmer IBT 2,2,4-Триметил-1,3-пентадиол-моноизобутират С12Н24О3 216 0,12 255

Определение гранулометрического состава композиций производили на автоматическом фо-
тоседиментометре ФСХ-4 с программным обеспечением «Лабнаучприбор» (Россия). Теоретиче-
скую основу метода измерений на данном приборе составляет уравнение Стокса, определяющее 
зависимость установившейся скорости V гравиметрического осаждения частиц в вязкой среде от 
их диаметра: V=D2g (ρ – ρ0) (18η)–1, где V – скорость осаждения частиц; D – диаметр частиц; η – 
динамическая вязкость среды; g – ускорение свободного падения; ρ и ρ0 – плотность частиц дис-
персной фазы и дисперсионной среды соответственно.

Динамическую вязкость систем определяли при температуре (20 ± 0,5) °С, варьируя скорость 
и напряжение сдвига с применением реометра «Physika MCR 101» на воздушных подшипниках 
(Anton Paar, Австрия) с программным обеспечением «Rheoplus» при использовании системы 
пластина–пластина с зазором между пластинами 0,05 мм. Измерение производили в стационар-
ном режиме в области скоростей деформации (сдвига) 0,1–3000 с–1, охватывающей диапазоны 
механического воздействия, испытываемого системой при хранении (гравитационные силы), 
транспортировке (0,1–5,0) с–1, перемешивания в ламинарном режиме (10–300) с–1, нанесения раз-
личными методами (300–3000) с–1. Экспериментальным путем были получены кривые вязкости 
η = f(τr) и течения Dr = f(Р), где η – эффективная вязкость, Па·с, Dr – скорость деформации, с–1;  
Р – напряжение сдвига, Па.

 Водопоглощение свободных пленок определяли по формуле W = 100(G1 – G)/G, где G1 – мас-
са набухшей пленки, г; G – первоначальная масса пленки, г. Степень отверждения пленок изуча-
ли по изменению содержания гель-фракции, которую определяли экстрагированием раствори-
мой части свободных пленок водного эпоксидного лака заданного размера ацетоном в аппарате 
Сокслета в течение 24 ч.

Широко использовали следующие методы испытаний физико-химических и эксплуатацион-
ных ЛКМ: испытание на стойкость к статическому воздействию жидкостей методом погруже-
ния образцов (метод А) и выдерживанием в жидкостях в течение заданного времени [4]; опреде-
ление адгезии методом решетчатых надрезов [5]; определение твердости покрытий [6]; метод 
определения степени перетира прибором «Клин» [7]; метод определения условной вязкости [8]; 
блеск покрытий определяли на приборе ФБ-2 под углом 45 град. [8]; стойкость покрытия к воздей-
ствию соляного тумана проводили согласно [9]; определение прочности при ударе по методике [10].

Для изучения процесса отверждения, определения твердости и водопоглощения изготавливали 
индивидуальные пленки по ГОСТ 14243-78 (метод 2) путем отделения слоя отвержденного матери-
ала от подложки, в качестве которой использовали листы полиэтилена толщиной 1 мм. Состав на-
носили в один слой аппликатором с глубиной щели 100 и 200 мкм. Пленки отделяли от подложки 
после отверждения в течение 7 сут при температуре 20 °С. Толщина пленок, измеряемая магнит-
ным толщиномером МТЦ-24-4, составляла 100–150 мкм. Комплексное покрытие на поверхность 
металла наносили кистью, окунанием или пневмораспылением под давлением воздуха 3–4 атм.

При разработке состава лака в качестве объектов исследования были выбраны 60–70 %-ная 
водная эпоксидная дисперсия собственной разработки, полученная обратным эмульгированием 
смолы ЭД-22 или ее аналогов с применением в качестве эмульгатора высокомолекулярного водо-
растворимого полимера в бутилдигликоле (ТУ BY 100029049/087-2015), а также различные про-
мышленные сшивающие агенты (табл. 6).
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Т а б л и ц а  6. Физико-химические свойства сшивающих агентов
T a b l e  6. Physicochemical properties of crosslinking agents

Марка отверди-
теля Химический состав Внешний вид Растворимость Аминное число

ДТБ-2 Смесь аминоэфиров  
сложного состава

Невязкая окрашенная 
жидкость с характерным 

аминным запахом

Растворим в спиртах, воде 
и большинстве органиче-

ских растворителей
–

Эпоксим -М Олигомерные аминоамиды 
сложного состава

Вязкая бурая жидкость  
с характерным аминным 

запахом

Хорошо растворим в воде 
(без набухания) и в этаноле 300±20 мг KOH/г

EPILINK701 55 %-ный водный раствор 
полиаминоамида

Непрозрачная желтая 
жидкость

Хорошо растворим в воде 130–185 мг KOH/г

TELALIT-180 Растворимый в воде аддукт 
эпоксидной смолы в смеси 

с аминами

Вязкая прозрачная бурая 
жидкость

Хорошо растворим в воде
130–185 мг KOH/г

С применением этих веществ были получены составы отверждаемых лаков, изучены режи-
мы отверждения и сформированы пленки и покрытия. Оптимальное объемное соотношение 
эпоксидная дисперсия:отвердитель в композициях составляла 1:1. Отверждение проводили при 
комнатной температуре в течение 2–7 сут и при 50 оС в течение 4 ч. 

Результаты и их обсуждение. Известно, что уровень водопоглощения латексных пленок за-
висит от многих факторов, среди которых первоочередную роль играет химический состав по-
лимера и их минимальная температура пленкообразования (МТП). 

На рис. 1 представлена зависимость водопоглощения пленок, полученных с использованием 
исследуемых индивидуальных латексов, а на рис. 2 – некоторых латексов, содержаших коалес-
цирующую добавку при выдерживании их в воде и в 3 %-ном растворе NaCl. Из рис. 1 следует, 
что в начальный момент (после 24 ч выдержки в жидкостях) водопоглощение пленок латексов 
увеличивается в ряду СБ-СА-АК и составляет в воде 7, 38 и 75 % соответственно. После 10 сут 
воздействия воды пленки СБ латекса имеют наименьшее водопоглощение (40 %). Пленки СА 
дисперсий занимают промежуточное положение – 50 %. Водопоглощение АК-пленок достигает 
за это время 150 %.

Вводимый в латексы коалесцент с целью ускорения сушки и повышения качества покрытий 
может по-разному влиять на их водопоглощение, что хорошо подтверждается зависимостью, 
отображенной на рис. 2. В частности, добавка классического коалесцента Dovanol PnB увеличи-
вает водопоглощение пленок СБ латекса и значительно снижает его для АК латекса.

Таким образом, проведенные исследования показали, что для каждого пленкообразователя 
на основе водной дисперсии полимера необходимо проводить отдельное тестирование на пред-
мет влияние на него того или иного коалесцента. Причем следует ожидать, что введение других 
функциональных малых добавок в свою очередь также будет влиять на макросвойства грунтов-
ки и покрытия, сформированных на ее основе.

Из рис. 1 следует также, что пленки акрилового латекса имеют наибольшее водопоглощение 
(150 %) и, казалось, использование его в качестве основного или единственного пленкообразова-
теля в составе антикоррозионных грунтовок, по-видимому, будет нецелесообразным. Однако, с дру-
гой стороны, хорошо известно, что из всего многообразия представленных на рынке пленко-
образователей АК латекс наиболее устойчив к механическому воздействию при диспергировании, 
особенно в режиме бисерной мельницы, а пленки и покрытия, полученные на его основе, облада-
ют повышенной атмосферостойкостью. Это послужило причиной использования при разработке 
рецептуры грунтовки гибридного пленкообразователя СБ-АК в массовом соотношении 1:7.

Одним из важнейших свойств ЛКМ является его стабильность при хранении, что достигает-
ся введением эффективных диспергаторов. Плохое диспергирование пигментов в составах кра-
сок может привести к проблемам, связанным с низким качеством ЛКМ. 

Диспергаторы выполняют несколько функций: они смачивают поверхность пигмента (заме-
щают адсорбированные на их поверхности молекулы воздуха и других примесей), уменьшают 
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размер частиц пигмента от которого зависит агрегативная и седиментационная устойчивость 
композиции. Из рис. 3 а, b, на котором приведены гранулометрические составы дисперсий магне-
тита, полученные без применения диспергатора и в его присутствии, видно, что данная добавка 
не только значительно снижает размер частиц пигмента, но и полидисперсность композиции. 

Наряду с антикоррозионным пигментом, таким же важным ингредиентом в составе грунтов-
ки является наполнитель с пластинчатой формой частиц. К таким наполнителям относятся слю-
да, каолин, тальк, гематит, железная слюдка и др. Каждый из перечисленных наполнителей про-
являет в составе защитного ЛКМ свои специфические свойства: тальк увеличивает пластичность 
и мягкость покрытий, каолин повышает химическую стойкость покрытия и стойкость к пере-
менным температурам. Слюда используется для обеспечения специальных свойств композиций 
при длительной эксплуатации в присутствии влаги и агрессивных сред. Она оказывает резко 
выраженный упрочняющий эффект – придает наполненным материалам и покрытиям стойкость 
к деформационным воздействиям и знакопеременным нагрузкам, увеличивает диффузионный 

Рис. 1. Водопоглощение свободных пленок латексов:  
1 – стирол-бутадиеновый (SB 5521);  

2 – стирол-акриловый (Лакротэн Э-241));  
3 – акриловый (SCR 570)

Fig. 1. Water absorption of free latex films:  
1 – styrene butadiene (SB 5521); 2 – styrene acrylic  

(Lacroten E-241); 3 – acrylic (SCR 570)
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Рис. 2. Водопоглощение свободных латексных пленок  
и содержащих коалесцент: 1 –SB 5521; 2 – стирол-бутадие-
новый SB 5521 с коалесцентом Dovanol PnB; 3 – АК СНР 
570; 4 – акриловый СНР 570 с коалесцентом Dovanol PnB

Fig. 2. Water absorption of free and coalescent-containing 
latex films: 1 – SB 5521; 2 – styrene-butadiene SB 5521 with 
coalescent Dovanol PnB; 3 – AK CHP 570; 4 – acrylic CHP 

570 with Dovanol PnB coalescent

     
a                                                                                b 

Рис. 3. Гранулометрический состав дисперсии окиси–закиси железа (магнетита) в воде: а – без диспергатора  
и b – в присутствии 0,6 мас.% диспергатора Оротан 731 А

Fig. 3. Granulometric composition of the dispersion of iron oxide (magnetite) in water: a – without a dispersant  
and b – in the presence of 0.6 wt % dispersant Orotan 731 A
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барьер благодаря пластинчатой форме частиц. Слюда также является эффективной структури-
рующей добавкой, позволяющей стабилизировать устойчивость дисперсий и толщину получае-
мых покрытий.

Так, реологические исследования (рис. 4, а, b) показали, что дисперсии c содержанием слюды 
до 2 об.% имеют вид реологических кривых, близких к ньютоновским системам, а при ее увели-
чении до 3,0 об.% композиции приобретают выраженные вязкопластичные свойства со статиче-
ским пределом текучести (Рк1) около 50 Па. Первые из них позволяют добиться изотропного раз-
рушения агрегатов вводимых добавок пигментов и наполнителей, а вторые обеспечивают необ-
ходимое качество покрытий при нанесении их на вертикальные поверхности. 

Отличительной особенностью антикоррозионных лакокрасочных композиций является обя-
зательное использование в составе антикоррозионного пигмента. В качестве пигментов-ингиби-
торов находят применение фосфаты, молибдаты цинка и кальция, метаборат бария, хромат и плюм-
бат кальция, тетраоксихромат цинка. Недостаток хроматов – их токсичность, молибдатов – огра-
ниченность в применении из-за дефицитности. Общим недостатком фосфатных пигментов 
является низкая эффективность на начальных стадиях развития подпленочного коррозионного 
процесса, которая связана с их невысокой водорастворимостью [11].

Метабораты отличаются от фосфатов повышенной водорастворимостью. В качестве соле-
образующих металлов используют при получении метаборатов цинк [Zn(BO)22H2O], кальций 
[Ca(BO2)2 3H2O], магний [Mg(BO2)2 3H2O] и барий [Ba(BO2)2 H2O] Метаборат бария является ин-
гибитором анодного процесса и буферирует раствор на границе металл–покрытие за счет неко-
торой его растворимости. Применение этого пигмента обеспечивает пассивирование поверхно-
сти металла в воде и образования защитной пленки под воздействием коррозионной среды. Также 
метаборат бария проявляет свойства тарного консерванта, что позволяет несколько упростить 
рецептуры ВД ЛКМ. Все это обусловило выбор данного соединения при разработке грунта для 
комплексного декоративно-защитного покрытия. Заметное влияние на реологические свойства 
используемого гибридного пленкообразователя может оказывать, как показали исследования,  
и содержание ингибитора коррозии метабората бария (рис. 4, b), поэтому в дальнейшем эти дан-
ные учитывались нами при разработке рецептуры антикоррозионной грунтовки. С целью подбора 
оптимального соотношения используемых для этих целей ингредиентов, исходя из полученных 
данных, были исследованы составы антикоррозионных композиций с применением гематита. 
Результаты исследований приведены в табл. 7.
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Рис. 4. Зависимость напряжения сдвига от скорости сдвига при различном содержании в гибридном 
пленкообразователе: a – слюды, об.%: 1 – 2, 2 – 2,5, 3 – 3; b – метабората бария, об.%: 1 – 2,1, 2 – 3,3, 3 – 4,5  

Fig. 4. The dependence of shear stress on shear rate in hybrid film former with different contents of: a – mica, vol.%:  
1 – 2, 2 – 2.5, 3 – 3;  b – barium metaborate, vol.% : 1 – 2.1, 2 – 3.3, 3 – 4.5
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Т а б л и ц а  7. Составы и свойства гематитсодержащей водно-дисперсионной композиции
T a b l e  7.  Compositions and properties of a hematite-containing water-dispersion composition

Компонент
Состав композиций

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Латекс SB 5521 50 40 55 51 45 49 50 51 51
Латекс CHP 570 7,0 19,0 6,0 10,0 13,0 10,0 8,0 9,0 7,5
Гематит 12 12 12 8 14 8 13 11 7
Метаборат бария 8,5 8,0 9,0 10,0 6,0 8,0 9,0 5,0 10,0
Слюда 5,0 5,0 4,0 7,0 4,0 9,0 3,0 6,5 7,0
Нитрит натрия 0,20 0,40 0,40 0,60 0,50 0,40 1,20 0,40 0,60
Коалесцент 3,45 3,00 3,50 0,80 3,15 3,00 2,00 3,00 2,50
Пеногаситель 0,3 0,3 0,3 0,5 0,4 0,3 0,5 0,5 0,2
Уретановый загуститель 0,05 0,15 0,10 0,20 0,05 0,20 0,10 0,10 0,10
Вода Остальное

Свойства
Вязкость по ВЗ-4 при 
(20±0,5) °С, с 45 78 60 87 42 78 62 67 65

Стойкость покрытия  
к статическому воздей ст вию 
жидкостей, ч, не менее: 
   воды 
   минерального масла,  
   3 %-ного раствора NaCl

300
120
96

300
120
96

330
96
96

350
120
120

300
120
96

330
96
96

300
120
96

330
120
120

300
120
96

Как следует из табл. 7, составы грунтовок, содержащие стирол-бутадиеновый SB 5521 и ак-
риловый CHP 570 латексы, обладают высокой устойчивостью к статическому воздействию 
жидкостей. На основании анализа данных табл. 7 и визуальной оценки внешнего вида покры-
тий можно сделать следующие выводы: оптимальное количество метабората бария находится 
в пределах (8–9) мас.%. При содержании его ниже 8 мас.% ухудшается стойкость к статическо-
му воздействию NaCl, а вводить выше 9 мас.% экономически нецелесообразно; оптимальное 
количество гематита – 11–15 мас.%. При содержании его менее 11 мас.% ухудшается укрыви-
стость грунтовки, а при увеличении более 15 мас.% образуется дефект покрытия в виде пятен 
диаметром 1–2 мм.

Известно, что инновационные свойства обычным полимерным материалам и композициям 
на их основе (антибактериальные, самоочищающие) придают наполнители наноразмерного уров-
ня. Возможной причиной такого действия добавки «Наносинтал» является упорядочение аморф-
ной фазы полимера вокруг сольватированных наночастиц, вследствие чего происходит увеличе-
ние кристалличности пленкообразователя. Это обусловлено наличием активных ОН-групп на 
поверхности наночастиц оксида кремния. Интересным было выяснить, влияет ли присутствие 
наноразмерного SiO2 на свойства грунтовочных композиций № 2–7 (состав в табл. 7) и образую-
щихся с их применением покрытий. Результаты исследований композиции, содержащей наноча-
стицы SiO2, представлены в табл. 8.

Как следует из табл. 8, присутствие нанодобавки в виде ее дисперсии в бутилацетате не-
сколько снижает твердость покрытия при сохранении адгезии и стойкости к статическому воз-
действию жидкостей. Внешний вид грунтовки имеет более насыщенный цвет, но при хранении  
в полимерной таре композиция с течением времени приходит в негодность. Нанодобавка на водной 
основе, особенно при содержании ее 2,0 мас.%, оказывает положительное воздействие на свойства 
исследуемой композиции: повышается адгезия, стойкость к удару и статическому воздействию 
жидкостей. 

На основании результатов проведенных исследований был установлен оптимальный состав 
антикоррозионной водно-дисперсионной грунтовки для создания комплексного декоративно- 
защитного покрытия. Свойства полученной грунтовки и соответствие их техническому заданию 
(ТЗ) приведены в табл. 9.
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Т а б л и ц а  8. Составы и свойства водно-дисперсионной антикоррозионной композиции, содержащей  
нанодобавку «Синтал»

T a b l e  8. Compositions and properties of a water-dispersion anticorrosive composition containing nanoparticle “Sintal”

Компонент
Состав грунтовки

0 2 3 4 5 6 7

Нанодобавка на водной основе – – 0,25 – – 1,0 2,0
Нанодобавка на бутилацетате – 0,25 – 1,0 2,0 – –
Компонент Свойства грунтовки

0 2 3 4 5 6 7
Вязкость по ВЗ-4, с 45 42 62 43 46 64 72
Адгезия, балл 5 1 1 3 5 1 1
Стойкость к удару*, 50 см – – + – – + +
Твердость**, отн. ед. 0,54 0,57 0,59 0,48 0,48 0,44 0,32
Стойкость покрытия к статическому воздействию 
жидкостей, ч: 
   воды 
   3 %-ного раствора NaCl

96
48

120
48

120
48

312
48

400
48

400
48

400
300

П р и м е ч а н и е. * «+» – выдержало испытание; «–» – не выдержало испытание. ** Значения получены через  
7 сут после нанесения покрытия.

Т а б л и ц а  9. Эксплуатационные параметры водно-дисперсионной грунтовки
T a b l e  9. Operational parameters of the water-dispersion primer

Показатель Метод испытания Полученные в результате испытаний Необходимые по ТЗ

Внешний вид, цвет ГОСТ 9.407 Покрытие равномерное черного 
или красно-коричневого цвета

+

Степень перетира, не более, мкм ГОСТ 6589 30 30–35
Условная вязкость, ВЗ-4, с ГОСТ 8420 35 30–65
Время высыхания при 20 оС до степени 3, мин, 
не более ГОСТ 9007 60 40–90

Адгезия покрытия к стали, балл, не более ГОСТ 5140 1 1
Стойкость покрытия к статистическому 
воздействию жидкостей, ч, не менее:  
   воды 
   3 %-ного раствора NaCl

ГОСТ 9.403 400
300

300
120

П р и м е ч а н и е. «+» – соответствует ТЗ.

Таким образом, по основным показателям экспериментальный образец грунтовки соответ-
ствует ТЗ и может быть использован для создания комплексного декоративно-защитного покры-
тия «грунт–лак». С применением разработанной нами ранее водной дисперсии эпоксидного оли-
гомера ЭД-22 и промышленных отвердителей были исследованы составы двухкомпонентных 
композиций для финишного лака комплексного покрытия, различные режимы их отверждения  
с формированием пленок и покрытий. Отверждение проводили при комнатной температуре в тече-
ние 2–7 сут и при 50 оС в течение 4 ч. Некоторые свойства покрытий демонстрируются в табл. 10.

Т а б л и ц а  10. Свойства покрытий, полученных при объемном соотношении дисперсия:отвердитель 1:1

T a b l e  10. Properties of coatings obtained with a dispersion:hardener volume ratio of 1: 1

Номер  
состава

Марка  
отвердителя

Степень отверждения 
при 20 °С, %

Степень отверждения  
при 50 °С, %

Твердость, отн.ед.

1 сут 7 сут 30 сут

1 TELALIT-180 86,47 93,77 0,34 0,64 0,74
2 Epilink 701 85,28 92,21 0,30 0,62 0,68
3 Эпоксим-М 81,55 90,30 – 0,47 0,58
4 ДТБ-2 82,55 91,30 – 0,13 0,17
5 Этал 110W 71,40 78,72 – 0,20 0,48
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Как видно из табл. 10 покрытия с отвердителями Эпоксим-М, ДТБ-2, Этал 110W (составы № 3, 
4, 5) в течение суток не формируются до состояния потери липкости. Степень отверждения этих 
составов при комнатной температуре заметно ниже, чем составов № 1, 2 с отвердителями 
TELALIT-180 и Epilink 701. Покрытия составов № 3–5 формируются только при нагревании (сте-
пень отверждения при получении покрытия при 50 °С составляет 78,72–91,3 %). Для ускорения 
процесса образования трехмерной структуры полимера в состав дисперсий были введены коа-
лесценты и исследовано влияние их содержания на динамическую вязкость композиции и твер-
дость формирующихся в течение 7 сут покрытий. Установленные зависимости на примере дей-
ствия коалесцента Dovanol PnB представлены на рис. 5.

Из рис. 5 следует, что введение Dovanol PnB в количестве до 3 мас.% повышает твердость 
пленок по сравнению с контрольным образцом, а затем при более высоком его содержании кри-
вая выходит на плато (рис. 5, а). Кроме того, введение коалесцента благоприятно сказывается на 
реологии композиций (рис. 5, b), т. е. приближает характер ее течения к ньютоновским жидко-
стям, что дает возможность использовать их для нанесения покрытия различными способами 
(поливом, окунанием, кистью, распылением). Таким образом, наилучший результат был достиг-
нут при введении в 70 %-ную дисперсию эпоксидной смолы собственного производства в каче-
стве коалесцента n-бутилового эфира пропиленгликоля марки Dovanol PnB в количестве 3–4 %. 
При этом степень отверждения олигомера при комнатной температуре достигла 90,6 %, твер-
дость пленки и покрытий – до 0,7, а водопоглощение пленок при выдержке в воде в течение  
30 сут не превышала 3,9 %.

Проведенные испытания покрытий, полученных воздушным распылением композиции, со-
держащей Dovanol PnB, позволил обнаружить незначительные дефекты поверхности в виде ми-
кропузырей, которые удалось устранить введением пеногасителей и неионогенного поверхност-
но-активного смачивателя ОП-10. В частности, установлено совместное положительное влияние 
пеногасителей, представляющих собой водную эмульсию полиэфирсилоксанового сополимера 
марок TEGO Airex 902W, TEGO Foamex 825, ОП-10 на внешний вид лаковых покрытий с сохране-
нием их физико-химических и эксплуатационных свойств. Все эти данные легли в основу разра-
ботанных ТУ 100029049.112-2017 «Лак водно-дисперсионный эпоксидный». Разработанный лак 
методом пневматического распыления наносили на загрунтованные с применением водно-дис-
персионной наногрунтовки изделия из черных металлов методом «мокрый по мокрому», а суш-
ку производили в естественных условиях при температуре окружающей среды не менее 20 оС. 
Оптимальная толщина комплексного декоративно-защитного покрытия, наносимого таким об-
разом, составляла 100–120 мкм. В табл. 11 приведены его основные эксплуатационные характе-
ристики, свидетельствующие о высоких защитных свойствах при воздействиях агрессивных 
коррозионных сред на изделия из черных металлов.
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Рис. 5. a – изменение твердости покрытий во времени, b – зависимость вязкости от скорости сдвига композиций  
с различным содержанием коалесцента Dovanol PnB, мас.%: 1 – без коалесцента; 2 – 2,0; 3 – 3,0; 4 – 5,0

Fig. 5. a – change in the hardness of coatings over time and b – dependence of viscosity on the shear rate of compositions with 
different Dovanol PnB coalescent contents, wt.%: 1 – without coalescent; 2 – 2.0; 3 – 3.0; 4 – 5.0
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Т а б л и ц а  11. Свойства комплексного декоративно-защитного покрытия на поверность стали (сталь 3)
T a b l e  11. Properties of a comprehensive decorative-protective coating on a steel surface (Stal 3)

Измеряемые параметры Значения

Адгезия покрытия к основанию, балл 0–1
Твердость покрытия по ТМЛ, не менее 0,6
Прочность при ударе при 20 оС, см, не менее 70
Блеск под углом 45о, % 60
Стойкость к машинному маслу, ч, не менее 1000
Стойкость к 3 %-ному раствору NaCl, ч, не менее 400
Устойчивость к солевому туману, ч, не менее 500
Стойкость к воздействию бензина, ч, не менее 300

Выводы. Разработанные антикоррозионные водно-дисперсионные наногрунтовка, эпоксидный 
лак и комплексное покрытие на их основе прошли успешные испытания при защите вала пено-
съемника в загустителе Б 356-1 на 4-м рудоуправлении ОАО «Беларуськалий», а также балок- 
держателей металлопродукции, подвергаемой горячему цинкованию. Новые ЛКМ рекомендова-
ны также для применения на предприятиях министерства промышленности, нефтехимического 
комплекса и строительной индустрии.
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МНОГОЦЕЛЕВЫЕ БИОРЕАКТОРЫ НА ОСНОВЕ ФОСФОЛИПОЛИЗА

Аннотация. Представлен обзор основных экспериментальных результатов в области новых направлений (энзимо-
терапия и энзимодиагностика) практического использования ферментативного гидролиза фосфолипидов (фосфоли-
полиза), нарушение которого приводит к развитию ряда социально опасных заболеваний: онкологических, сердечно-
сосудистых, инфекционных, воспалительных и т. д. Разработан ряд многоцелевых биореакторов на основе использо-
вания ферментов фосфолипаз А2 (ФЛА2), принимающих участие в фосфолиполизе: одноферментные нанореакторы 
ФЛА2-лиганд и сопряженные биферментные нанореакторы; ФЛА2-гемоглобин; ФЛА2-миоглобин; ФЛА2-цитохром 
Р-450 (CYP2B4) и ФЛА2- цитохром Р-450 (CYP3A4).

Ключевые слова: фосфолипаза А2, фосфолиполиз, диагностические биосистемы
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MULTI-PURPOSE BIOREACTORS BASED ON PHOSPHOLIPOLYSIS

Abstract. Overview of the main experimental results in the field of new directions of phospholipolysis practical appli-
cations – enzyme therapy and diagnostics are presented. Phospholipases, which are enzymes that hydrolyze phospholipids, 
are known as markers of socially dangerous diseases: oncological, cardiovascular, infectious, inflammatory, etc. We proposed 
a number of diagnostic biosystems based on phosphatideacylhydrolases and hemoproteins: Phospholipase A2–ligand, 
Phospholipase A2–cytochrome P450, Phospholipase A2–myoglobin, Phospholipase A2–hemoglobin. The latter system was 
used to produce and implement for the first time in the clinical practice the diagnostic kit PLA2-PHOA for identifying patients 
with necrotic pancreatitis. The results of preclinical and clinical testing of the PLA2-PHOA kit for the detection of pancreatitis 
based on the determination of the activity of phospholipase A2 of blood are presented and discussed.

Keywords: phospholipase A2, phospholipolysis, diagnostic biosystems
For citation. Litvinko N. M. Multi-purpose bioreactors based on phospholipolysis. Vestsi Natsyyanal’nai akademii 

navuk Belarusi. Seryya khimichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Chemical Series, 
2020, vol. 56, no. 4, pp. 494–512 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8331-2020-56-4-494-512 

Введение. Фосфолиполиз или расщепление фосфолипидов в организме осуществляется ги-
дролазами липидного метаболизма, относящимися к классу фосфолипаз, среди которых наибо-
лее изучено суперсемейство фосфолипаз А2 (ФЛА2, КФ 3.1.1.4), включающих 16 таксономических 
типов [1–4]. Так, по имеющимся в настоящее время сведениям, геном человека кодирует более  
30 (даже 50) ФЛА2 или сходных по функции ферментов [5]. Фосфолипазы и продукты осуществля-
емых ими ферментативных процессов участвуют в многоэтапном каскаде биохимических реак-
ций, имеющих большое значение в обеспечении жизнедеятельности организма и, в частности, 
отвечающих за передачу внешних сигналов на межклеточном уровне. ФЛА2 – липолитический 
фермент, катализирующий гидролиз сложноэфирной связи во втором положении глицеринового 
скелета молекулы фосфолипидов, составляющих более 60 % клеточной мембраны. 

© Литвинко Н. М., 2020
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Метаболические функции ФЛА2 разнообразны: от участия в осуществлении барьера кожных 
покровов [6], переваривания фосфолипидов пищи, до генерации важнейших внутриклеточных 
мессенджеров, а также модуляции апоптоза при патологиях [5]. При воздействии ФЛА2 на фос-
фолипиды клеточных мембран образуются биоактивные лизофосфолипиды и жирные кислоты, 
в том числе арахидоновая кислота, которая в дальнейшем превращается в мощные медиаторы 
биохимических процессов – простагландины (ПГ), лейкотриены и тромбоксаны. Простагланди-
ны увеличивают скорость тока крови и инфильтрацию лейкоцитов к очагам воспаления, чем 
способствуют развитию воспалительного процесса. Лизофосфолипид, образующийся при ги-
дролизе фосфатидилхолинов под действием фосфолипазы А2, является предшественником фак-
тора активации тромбоцитов – еще одного медиатора воспаления. 

Значительное увеличение активности ФЛА2 в органах и тканях происходит при многих забо-
леваниях, угрожающих жизни человека, – остром некротическом панкреатите, развитии воспа-
лительных [7] и онкологических процессов, тромбообразовании, ишемии тканей, астмы и аллер-
гии [8], язвенной болезни, отеках вследствие радиационного поражения и др. [9, 10]. Многие за-
болевания, например такие, как атеросклероз, диабет, ревматоидный артрит, инсульт, инфаркт 
миокарда, острые и хронические воспалительные процессы, характеризуются сочетанием пере-
кисного окисления липидов с повышенной ферментативной активностью ФЛА2 [11].

1. Фосфолипазы А2 и их взаимосвязь с воспалительными процессами, как основа кли-
нико-диагностических методов. Как известно, воспалительный процесс – это комплексный от-
вет организма на болезнетворное действие, включающий на фоне активации иммунной системы 
изменение проницаемости сосудов и накопление внеклеточной жидкости, содержащей широкий 
круг биоактивных компонентов, в том числе белков и пептидов острой фазы. Полагают, что акти-
визирующиеся при воспалении клетки, в том числе нейтрофилы, моноциты и макрофаги, явля-
ются источником циркулирующей фосфолипазы А при непанкреатических заболеваниях. 

Индикатором воспаления в клинической практике в настоящее время считается уровень 
С-реактивного белка (CRP) в крови больного. При многих патологических состояниях отмечается 
тесная корреляция между концентрацией фосфолипазы А2 и уровнем CRP. Поэтому фосфолипазу А2 
также относят к белкам острой фазы. Хотя традиционное определение уровня CRP методически 
проще, определение фосфолипазной активности позволяет лучше понять патологические со- 
стояния и дать дополнительную информацию относительно прогноза различных нарушений [11]. 
Наибольший вклад в развитие и распространение воспалительных процессов в организме среди 
липолитичесих ферментов вносят низкомолекулярные секреторные фосфолипазы А2 (типа IB, 
IIA и схожие с ними типы V, X) и высокомолекулярная липопротеин-ассоциированная фосфоли-
паза А2 (ЛП-ФЛА2) [12].

Клиническое значение определения фосфолипазной активности в сыворотке крови больных 
и использование этих данных в прогностических целях для лечения пациентов интенсивной те-
рапии обсуждается в работе [13]. 

В связи с этим ферменты суперсемейства ФЛА2 используются как биомаркеры ряда заболе-
ваний. Например, на сегодняшний день ЛП-ФЛА2 рассматривается как важный сердечно-сосу-
дистый маркер, независимый предиктор риска развития ишемической болезни сердца, ФЛА2 
типа IB – острого некротического панкреатита, а ФЛА2 типа IIA предлагается как биомаркер 
множественных патологий, таких как сепсис, рак простаты, желудка и легких [14]. Ряд примеров 
использования фосфолипаз в медицине для диагностики представлен в таблице.

Из изложенного в таблице видно, что имеющиеся способы определения активности фосфо-
липаз А2 в биологических объектах достаточно разнообразны. В них используют прямое опреде-
ление продуктов реакции или опосредованное воздействие этих продуктов на специфические 
агенты, идентифицируемые с помощью титрования, флуорометрии, колориметрии и других фи-
зико-химических методов. Однако приведенные выше методы отличаются многостадийностью, 
разной степенью чувствительности, воспроизводимости, пригодности к определению фосфоли-
паз разной специфичности (А1 и А2) в биологических жидкостях, а также имеют другие недостатки.  
В них используются неприродные синтетические субстраты, требующие трудозатратных слож-
ных синтезов, ферментативный гидролиз которых отличается от нативного субстрата и не всег-
да адекватно отражает активность фосфолипаз. 
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Применение фосфолипаз А2 в медицине для диагностики

Applications of phospholipases A2 in medicine for diagnostics

Фермент Диагностика Способ детекции Источник

ФЛА в сыворотке крови Вирусных гепатитов  
и подпеченочных желтух 

Титриметрический (ацидометрический)  
метод-титрование жирных кислот щелочью [15]

ФЛА2 в синовиальной 
жидкости и в сыворотке 
крови 

Воспалительных процессов Спектрофотометрический метод с использова-
нием окрашенных (хромофорных) субстратов [16]

ФЛА2 в бронхо- 
альвеолярной жидкости

Кистозного фиброза Радиометрический метод [17]

Цитозольная ФЛА2 IV 
типа в сыворотке крови

Дисфункции клеточной  
сигнальной системы,  
психических заболеваний

Иммуноферментный анализ (ELISA), радиоим-
мунный, иммунолюминисцентный, иммуно-
флуоресцентный и иммунологический методы 
с элементами биосенсорной технологии

[18]

ФЛА2 IB типа в сыворот-
ке крови

Воспалительных процессов,  
в том числе панкреатита

Иммуноферментный анализ, флуориметриче-
ский и фотометрический метод с использовани-
ем хромофорного субстрата

[19–24]

ФЛА2 IIА типа  
в сыворотке крови

Рака простаты и доброкачест-
венной гиперплазии простаты

Радиоиммунный, иммуногистохимический, 
иммунохимический (ELISA) методы, метод 
гибридизации, анализ конкурентного  
связывания, Вестерн-блоттинг и др.

[25]

ФЛА2 в биологическом 
объекте

Ревматоидного артрита Уровень белка, активирующего фосфолипазу А [26]

Общая активность iФЛА, 
iФЛАβ и цФЛА2  
в биологическом объекте

Онкозаболеваний гинеколо-
гической сферы, в том числе 
эпителиального рака яичников

Флуорометрический анализ
[27]

ФЛА2 в спинномозговой 
жидкости

Состояния проницаемости 
гематоэнцефалического  
барьера

Флуорометрический анализ
[28]

Липопротеид-ассоции-
рованная ФЛА2  
(ЛП-ФЛА2), или  
ФАТ-гидролаза в крови

Риска развития инфарктов  
и инсультов

Колориметрический анализ 

[29–32]

ЛП-ФЛА2 Риска развития инфарктов  
и инсультов

Иммунохимический метод с использованием 
гибридного иммунозахвата [33]

ЛП-ФЛА2 Заболеваний коронарных 
артерий

Флуорометрический анализ [34]

ЛП-ФЛА2 Спинально-опосредованных 
воспалительных процессов

Радиометрический метод – использование  
радиоактивно меченных синтетических  
фосфолипидов, содержащих 14С либо 3Н-ме-
ченные жирные кислоты по sn-2 положению

[35]

ЛП-ФЛА2 Спинально-опосредованные 
воспалительные процессы

Позитрон-эмиссионная томография или  
компьютерная томография на основе эмиссии 
одиночного фотона

[36]

2. Структурно-функциональные особенности фосфолипаз и их использование для при-
кладных исследований. В лаборатории прикладной энзимологии Института биоорганической 
химии НАН Беларуси накоплен значительный потенциал в изучении важнейших практически 
значимых аспектов структурной химии 10 фосфолипаз разных классов (ФЛА2 ядов трех змей  
и пчелы, панкреаса свиньи, человека; трех изоформ микробных ФЛС и D1 – из капусты), а также 
в области их взаимодействия с ферментами стероидогенеза (CYP2B4 и CYP3A4) на основе углу-
бленных исследований взаимосвязи структура–функция в условиях воздействия внутренних  
и внешних факторов на гидролиз фосфолипидов (фосфолиполиз) [37].

Фосфолипазы уникальные ферменты: они являются хорошо растворимыми в воде белками,  
а субстрат – гидрофобные фосфолипиды, образующие в воде супрамолекулярные комплексы – 
мицеллы, двухслойные и многослойные образования, так называемые липосомы или ламеллы 
(рис. 1). Поэ тому у этих катализаторов, которые работают на поверхности раздела «липид–вода» 
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и являются ферментами межфазного катализа, в отличие от других ферментов в молекуле, кроме 
традиционного каталитически активного центра, имеется дополнительный участок на поверх-
ности глобулы для прикрепления к межфазной поверхности – сайт распознавания поверхности 
(СРП). Лимитирующей стадией в фосфолиполизе является стадия взаимодействия ФЛА2 с поверх-
ностью раздела фаз, т. е. с СРП. 

Мы установили в структуре фосфолипаз новые, исключительно важные для катализа эле-
менты и их свойства: анионный сайт в каталитическом центре фермента, более значимый для 
фосфолипаз С, чем для фосфолипаз А2; не только одинаковые участки на поверхности белка, 
отвечающие за взаимодействие с антителами, впервые полученными для фосфолипаз, но и на-
личие отличающихся областей на поверхности, которые и обуславливают разную специфич-
ность одного типа фосфолипаз; сходство первичной структуры фосфолипаз и пептидаз, особен-
но в области активного центра, что позволило впервые отнести фосфолипазы к типу «сериновых 
катализаторов»; наличие белок-белкового взаимодействия между фосфолипазами и цитохромом 
Р450 как прямого, так и опосредованного при утилизации лекарственных средств [38]. При моде-
лировании клеточной мембраны в виде протеолипосом установлено, что включение белков (ин-
тегральных, периферических, растворимых) в модельные мембраны модулирует фосфолиполиз, 
особенно в прибелковом слое.

Что касается функции, то нами установлено, что при взаимодействии фермента с субстратом 
роль химического строения субстрата второстепенна. На первый план при фосфолиполизе выхо-
дит супрамолекулярная организация субстрата. По степени ускорения химической реакции в зави-
симости от организации межфазной поверхности формы субстрата можно расположить следу-
ющим образом: одиночные молекулы, липосомы (в виде сэндвича), монослой на поверхности 
раздела липид–воздух, смешанные мицеллы с детергентами. 

Количественно фосфолиполиз оценивается не одной константой Михаэлиса, характеризующей 
каталитический процесс у других ферментов, а также константой связывания фермента с по-
верхности раздела «липид–вода» [39]. Их активность зависит от надмолекулярной структуры, 
заряда, физико-химического состояния (кристаллическое или жидкокристаллическое) и упаков-
ки (цилиндрическая, гексагональная, конусообразная) фосфолипидов в межфазной поверхности. 
Например, с увеличением отрицательного заряда в составе мицеллярной межфазной поверхно-
сти начальная скорость панкреатической ФЛА2 увеличивается в 2–2,5 раза [40]. Благодаря их 

Рис. 1. Надмолекулярная структура субстрата фосфолипаз

Fig. 1. Supramolecular structure of the phospholipase substrate



498 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2020, vol. 56, no. 4, pp. 494–512

стерической и позиционной специфичности ФЛА2 являются ценным инструментом в химии  
и биохимии липидов. Ферменты суперсемейства ФЛА2 и ФЛС используют для установления по-
зиционного распределения жирных кислот при анализе фосфоглицеридов, для разделения раце-
мических смесей липидов, а также в синтезе липидов для получения фосфоглицеридов со сме-
шанным составом жирных кислот [41]. 

Липолитические ферменты, как показано на примере 1,3-циклогександионов [40], обладают 
особым видом специфичности – поверхностной специфичностью, которая характеризует спо-
собность липолитического фермента присоединяться лишь к одной или нескольким организо-
ванным поверхностям раздела липид–вода и осуществлять предпочтительный гидролиз, т. е.  
с более высокими скоростями одного и того же липида в составе одной или нескольких супрамо-
лекулярных формах организации субстрата (мономолекулы, супрамолекулярные агрегаты – ми-
целлы, ламеллы, липопротеиновые комплексы, цельные клеточные мембраны). 

При этом обнаружено, что поверхностная специфичность фосфолипаз, строго соблюдаемая  
в обычных условиях, может кардинально изменяться под действием ксенобиотиков, например 
циклогександионов. А при изменении заряда межфазной поверхности субстрата фосфатидили-
нозитспецифичная фосфолипаза С (ФИ-ФЛС) теряет свою абсолютную специфичность – выс-
ший неизменяемый тип специфичности, известный для ферментов (рис. 2). Изменение организа-
ции молекул ФЛ от бислоя к мицелле, а также усиление отрицательного заряда мицеллы за счет 
дезоксихолата натрия (ДОХ) или замена на положительный в мицеллах с цетилтриметиламмо-
ний бромидом (ЦТАБ) приводит к потере ФИ–ФЛС ее специфичности: хотя ФИ гидролизуется 
на том же уровне, происходит разрушение и других ФЛ [42].

Таким образом, полученные новые фундаментальные знания привели нас к развитию при-
кладных исследований в таких направлениях, как использование этих ферментов для обнаруже-
ния потенциальных, терапевтически важных соединений (энзимотерапия) и определение актив-
ности энзимов как маркеров патологических процессов (энзимодиагностика). В рамках первого 
направления решались следующие задачи: определение физиологической активности химиче-
ских соединений; противоэнзимная устойчивость липосом как контейнеров для лекарств; уста-
новление безопасных доз антибиотиков. В рамках второго направления решаются такие задачи: 
диагностика панкреатита; контроль биобезопасности пестицидов; оценка антиоксидантного по-
тенциала организма; вирулентность фосфолипаз.

Для обеспечения исследований в этих направлениях разработан ряд биокаталитических сис-
тем: одноферментные нанореакторы ФЛА2-лиганд и сопряженные биферментные нанореакторы; 
ФЛА2-гемоглобин[44–49,]; ФЛА2-миоглобин; ФЛА2-CYP2B4 и ФЛА2-CYP3A4 [50], ФЛ-миогло-
бин [51] (рис. 3). 

            Липосомы                     Мицеллы с ДОХ           Мицеллы с ЦТАБ          Мицеллы с тритоном Х-100

Рис. 2. Специфичность ФИ-ФЛС к глицерофосфолипидам в составе ламеллярной и мицеллярной межфазной  
поверхности разного заряда (за единицу принята скорость гидролиза ФИ) [42]

Fig. 2. Specificity of PI-PLC to glycerophospholipids in the composition of lamellar and micellar interfacial surfaces  
of different charges (the rate of PI hydrolysis is taken as a unit) [42]
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3. Одноферментные нанореакторы ФЛА2-лиганд. Одним из распространенных современ-
ных методов изучения фермент-лигандных взаимодействий, в том числе и представителей се-
мейства ФЛА2, является их оценка путем компьютерного моделирования (докинга) [52], которое 
впоследствии обязательно требует экспериментального подтверждения. 

Участие внутриклеточных, секреторных и кальций-независимых ФЛА2 (iФЛА2) в воспали-
тельных процессах делает их привлекательными мишенями для разработки мощных и селек-
тивных ингибиторов [53, 54]. Для понимания связывания и взаимодействия ингибиторов вну-
триклеточных и кальций-независимых iФЛА2 использовалось моделирование HD-XMS и моле-
кулярной динамики [55]. Фторокетоновые ингибиторы были идентифицированы как мощные 
ингибиторы в 2010 г. [56]. Был обнаружен новый класс ингибиторов iФЛА2, который содержит 
гетероциклическое кольцо вместо фторметиловой группы [57]. Моделирование молекулярной 
динамики показало, что карбонильная группа ингибитора образует водородные связи с оксиани-
онным отверстием (Gly486/Gly487) и гетероциклическим кольцом с Asn658 (рис. 4). Гидрофоб-
ный «хвост» ингибитора связывается в кармане, где обычно связывается sn-2 жирная кислота. 

Вместе с тем фосфолипазы уже давно используются напрямую в эксперименте как индика-
торы ингибиторов фосфолиполитических процессов. Так, описаны фармацевтические компози-
ции для выявления специфических высокоэффективных ингибиторов ФЛА2 [35–58] таких, как 
производное 2-оксоамида [24], дарапладиб [35] и другие ингибиторы [59]. В наших исследовани-
ях, например, для выявления среди химических соединений потенциальных антипанкреатит-
ных или антигемолитических средств в качестве индикаторов таких взаимодействий целена-
правленно применялись фосфолипазы с учетом источников их получения (панкреатическая же-
леза, яд змеи) и специфичности.

3.1. Определение физиологической активности химических соединений на фосфолиполиз. 
Осуществлялся скрининг десятков тестируемых веществ, которые химически не связаны с суб-
стратом ФЛА2, на их способность подавлять фосфолиполиз: сначала полуколичественным мето-
дом с использованием гель-диффузии ферментов в агарозный гель, содержащий эмульсию яич-
ного желтка [60] или эритроциты [61]. Затем среди выявленных образцов с наиболее выраженным 

 

Каскадные биореакторы  
на основе систем: Биореакторы 

на основе системы  
«Фософлипаза  
А2 – лиганд» 

«Фософлипаза 
А2  – цитохром Р450»

«Фософлипаза 
А2 – гемоглобин»

яда змеи панкреасаяда змеи панкреаса

фосфолипаза

фосфолипаза 

Отщепленная жирная 
кислота

Hb 

внедрение

Диагностика 
панкреатита 

Биобезопасность  
пестицидов 

Противоядия и противо- 
воспалительные ср-ва 

Безопасная доза  
антибиотиков  

Антиоксидантный 
потенциал

Рис. 3. Разработанные многоцелевые биореакторы на основе фосфолиполиза. Структуры белков взяты  
из Базы данных белков (PDB: PLA2 (4g5i), Hb (3odq))

Fig. 3. Developed multipurpose bioreactors based on phospholipolysis. Protein structures are taken  
from the Protein Database (PDB: PLA2 (4g5i), Hb (3odq)
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ингибирующим ферменты эффектом проводили углубленное изучение их действия количе-
ственно с помощью кинетики ферментативной реакции [62, 63]. 

В качестве лиганда выступали низкомолекулярные биорегуляторы: производные проста-
гландинов [64], циклогександионов, нуклеозидов, лизолипидов [65], органических кислот и др. 
Среди них при внесении в реактор ФЛА2 кобры путем установления эффекта ингибирования 
были выявлены соединения с антигемолитической активностью – потенциальные противоядия. 
При внесении ФЛА2 панкреаса – потенциальные противовоспалительные соединения с предпо-
лагаемыми антипанкреатитными свойствами [66] (рис. 5). 

Благодаря ингибиторному анализу в процессе изучения действия различных низкомолеку-
лярных биорегуляторов нами установлены конкретные механизмы катализа: прямой, опосредо-

Рис. 4. Связывание ингибитора, содержащего гетероциклическое кольцо при взаимодействии  
с кальций-независимыми ФЛА2 (iФЛА2) по [1]

Fig. 4. Binding of an inhibitor containing a heterocyclic ring under interacting  
with calcium-independent PLA2 (iPLA2) according to [1]

Рис. 5. Липолиз в присутствии фосфорорганических производных нуклеозидов как потенциальных антипанкреатитных 
средств [40]

Fig. 5. Phospholipolysis in the presence of organophosphorus derivatives of nucleosides as potential antipancreatitis agents [40]
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ванной и обратной связи. Обнаружены неизвестные ранее ингибиторы фосфолиполиза среди 
амидов жирных кислот, 9-Ме, 10-Ме, 11-Ме аналогов простагландинов, производных тиотетро-
новой кислоты, оксазола, 1-, 3-циклогександионов, фосфодиэфирных производных ацикловира  
и аденозина и др. [62, 63, 66].

3.2. Контроль безопасности пестицидов. На основе биореактора «ФЛА2-лиганд» предло-
жена система контроля безопасности пестицидов для пищеварительной системы. Нами показа-
но, что при внесении ряда производных 1,3-циклогександиона в биореактор «ФЛА2-лиганд» на-
блюдается снижение активности пищеварительного фермента панкреатической ФЛА2 по отно-
шению к одной форме организации субстрата (липосомы) и увеличение по отношению к другой 
(смешанные мицеллы с ДОХ) (рис. 6). Это в практическом плане очень важно, поскольку предпо-
лагает при экстраполяции на живой организм возможное ингибирование процесса фосфолипо-
лиза при пищеварении (ФХ в мицеллярной фазе) и нежелательный гидролиз клеточных мембран 
кишечной стенки (ФХ в ламеллярной фазе).

На основе анализа полученных результатов в совокупности с литературными данными пред-
ложена схема (рис. 7) взаимодействия между ФЛА2 и субстратом в мицеллярной и ламеллярной 
фазах при различном значении рН в присутствии эффекторов на примере производных цикло-
гександиона. Предположительно может идти конкуренция двух процессов: образование комплек-
са фермент–мицелла 1 в соответствии с моделью Денниса [40, 67, 68] и образование Шиффового 
основания 3 между кетогруппами циклогександиона и аминогруппами сайта распознавания по-
верхности (СРП) раздела фаз ФЛА2. Промежуточной стадией между двумя конкурирующими 
процессами является протонирование-депротонирование аминогрупп СРП раздела фаз 2. Исходя 
из предложенной схемы, возможна регуляция смещения идущих процессов в ту или иную сто-
рону при помощи рН.
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где P – концентрация фосфолипида, D – концентрация детергента.
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Рис. 6. Фосфолиполиз в присутствии циклогександионов [40]

Fig. 6. Phospholipolysis in the presence of cyclohexanediones [40]
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При высоких концентрациях производных 1,3 циклогександиона (100 мкг/мл) наблюдаемое 
ингибирование фосфолиполиза в мицеллярной фазе, по нашему мнению, обусловлено смещени-
ем равновесия в направлении 1 → 2 → 3 с образованием Шиффовых оснований. В описанных 
взаимодействиях, согласно литературным данным, играют определенную роль аминогруппы 
сайта распознавания поверхности раздела фаз. Модификация гидрофильного СРП пестицидами, 
или другими соединениями (ацилирование) с приданием большей гидрофобности может изме-
нять специфичность к надмолекулярной форме организации субстрата (равновесия 1, 4), что 
подтверждается нашими экспериментами. Показано, что реакции липолиза в присутствии пе-
стицидов циклогександионового ряда регулируются при помощи рН (равновесие 5).

3.3. Противоэнзимная устойчивость конъюгатов фосфолипидов с компонентами нуклеи
новых кислот. Конъюгаты фосфолипидов с компонентами нуклеиновых кислот, обладающих 
противовирусным или противоопухолевым действием, являются новыми лекарственными фор-
мами с пониженной токсичностью и повышенной биодоступностью. Однако появляется пробле-
ма сохранения их целостности в организме при доставке к органу мишени из-за наличия в пище-
варительном тракте панкреатической ФЛА2 с высокой активностью, которая может разрушить 
фосфолипидную составляющую конъюгата. Поэтому возникает необходимость тестирования 
таких конъюгатов, как возможных субстратов для ФЛА2 панкреаса. Это направление исследова-
ний с использованием биореактора «ФЛА2-лиганд», предусматривающего химически связанный 
с субстратом лиганд, показало, что устойчивость к ферментативной деградации конъюгатов фос-
фолипидов с компонентами нуклеиновых кислот зависит от нуклеозидной составляющей [66].

Так, отсутствие фосфолиполиза в случае использования в качестве фосфолипазного субстра-
та в виде липосом конъюгата фосфатидилэтаноламина с модифицированным нуклеозидом по-
зволило нам предложить его в качестве средства с потенциальной биологической активностью, 
повышающего устойчивость к действию панкреатической фосфолипазы А2 [69]. Обнаружено, 
что липоконъюгат мощного противоонкологического средства клофарабин (фосфатидилклофа-
рабин) также полностью устойчив к действию этого фермента [70], что обеспечивает его лучшую 
биодоступность.

3.4. Противоэнзимная устойчивость липосом, как контейнеров для лекарств. В отсутст вие 
лиганда при условии использования липосом в качестве субстрата для ФЛА2 панкреаса проведена 
оценка их противоэнзимной устойчивости в целях применения как потенциальных контейнеров 
для лекарств и предложены составы липосом, наименее подверженные ферментативному разру-
шению (рис. 8). 
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Рис. 7. Взаимодействие ФЛА2 с субстратом в мицеллярной и ламеллярной фазах  
в присутствии производных 1,3 циклогександиона [40]

Fig. 7. Interaction of PLA2 with substrate in micellar and lamellar phase in the presence  
of derivatives of 1.3 cyclohexandyone [40]
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Наибольшую усточивость к ферментативному разрушению, по нашим данным, проявили 
фосфолипиды в составе двухкомпонентных липосом со сфингомиелином. По скорости фермен-
тативного расщепления однокомпонентных липосом наблюдается следующий ряд: ФИ = ФЭ > 
ФХ > ФГ. Степень гидролиза ДОФХ снижалась практически вдвое в эквимолярной смеси с ДОФГ. 
Не желательно включение вторым компонентом в липосомы анионных фосфолипидов (ФМ, ФЭТ, 
ФЭГл), поскольку обнаружен их стимулирующий эффект (в соотношении 1:3 моль/моль) на де-
градацию цвиттер-ионного – основы липосомального контейнера [38].

3.5. Вирулентность фосфолипаз и липосомальные контейнеры. В качестве белка острой 
фазы ФЛА2 группы IIA преимущественно активируется при развитии воспалительных процес-
сов или бактериальной инвазии. ФЛА2 группы IIA млекопитающих способны проникать в кле-
точную стенку бактерий. Клеточная стенка грамположительных бактерий состоит из множества 
слоев пептидогликана, сшитых пептидными межклеточными перемычками. Отрицательно заря-
женные тейхоевые и липотейхоевые кислоты прикрепляются к пептидогликану или мем бране со-
ответственно, создавая отрицательный заряд, который притягивает ФЛА2-IIA через электростати-
ческие взаимодействия. После первоначального связывания ФЛА2-IIA проникает в клеточную 
стенку для гидролиза бактериальной мембраны, содержащей фосфатидилглицерин и фосфати-
дилэтаноламин. Грамотрицательные бактерии обладают тонким пептидогликановым слоем, по-
крытым наружной мембраной, которая покрыта липополисахаридом (ЛПС). Покрытие из ЛПС 
препятствует внедрению ФЛА2-IIA в клеточную стенку, значительно снижая бактерицидность 
действия ФЛА2 по отношению к грамотрицательным бактериям [14]. Из-за своей способности  
к элиминации множественных патогенов ФЛА2-IIA долгое время считалась антибиотикоподоб-
ным белком [71]. 

Однако поскольку некоторые патогены, такие как Pseudomonas aeruginosa и Porphyromonas 
gingivalis, продуцируют его для элиминации окружающих бактерий, полагают, что ФЛА2-IIA 
микроорганизмов играет ключевую роль в дисбактериозе [72]. При этом на первый план выхо-
дит проблема устойчивости липосомальных контейнеров лекарств к микробной ФЛА2, которая 
требует особого внимания и отдельного изучения в перспективе.

4. Сопряженные каскадные биореакторы, включающие два белка. Имеются единичные 
сообщения об использовании спаренного действия двух ферментов для определения активности 
фосфолипазы А2: сначала под действием ФЛА2 от субстрата отщепляется линолевая кислота, 
которая окисляется далее липоксигеназой с образованием гидроперекисного производного, что 

Рис. 8. Стратегия оценки устойчивости к атаке панкреатической фосфолипазой А2 липосом, включающих фосфа-
тидил: -холин (ФХ); -этаноламин (ФЭ); -этанол (ФЭТ); -инозит (ФИ); -глицерол (ФГ); -серин(ФС); -этиленгликоль 
(ФЭГл); -метанол (ФМ), а также кардиолипин (КЛ); -диолеоил- (ДОФХ) и димиристоилфосфатидилхолин (ДМФХ); 

сфингомиелин (СМ)

Fig. 8. The strategy for assessing the resistance to attack by pancreatic phospholipase A2 of liposomes containing phosphatidyl: 
-choline (PC); -ethanolamine (PE); -ethanol (PET); -inositol (PI); -glycerol (PG); -serine (PS); -ethylene glycol (PEG), -meth-
anol (PM), as well as cardiolipin (CL); dioleoyl- (DOPC) and dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC); sphingomyelin (SM)
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сопровождается увеличением поглощения при 234 нм, которое измеряется спектрофотометри-
чески [73]. 

Нами разработаны сопряженные каскадные биореакторы, также содержащие два белка, всту-
пающих в действие поэтапно. Во-первых, на основе системы фосфолипаза А2–цитохром Р450, 
перспективной в отношении определения безопасной для желудочно-кишечного тракта дозы анти-
биотиков [74]. Во-вторых, фосфолипаза А2–гемоглобин, использованная для создания и внедрения 
в клиническую практику не имеющего аналогов в мире диагностического набора «ФЛА2-ФОА» 
для выявления больных некротическим панкреатитом и определения общей антиоксидантной 
активности крови. В-третьих, фосфолипаза А2–миоглобин для определения общей антиоксидант-
ной способности крови.

4.1. Биореактор на основе системы фософолипаза А2–цитохром Р450. Ранее нами было 
обнаружено с помощью кругового дихроизма наличие белок-белкового взаимодействия между 
цитохромом Р450 и секреторными ФЛА2 из различных источников [74]. Далее проведенное ис-
следование на кинетическом уровне активности ФЛА2 в условиях повышающейся концентрации 
цитохрома Р450 (моль/моль) в присутствии и в отсутствие эконазола – антибиотика нового поко-
ления (рис. 9) показало, что преинкубация с эконазолом цитохрома Р450 3А4 человека повышает 
активирующее действие последнего на фосфолипазную реакцию.

Полученные данные при масштабировании могут стать основой для методики тест-системы 
определения in vitro безопасных доз антибиотиков, чтобы последние при биологически несовме-
стимых концентрациях не модулировали фосфолиполиз клеточной стенки кишечника.

4.2. Биореактор на основе системы фосфолипаза А2–гемоглобин. В литературе имеются 
данные об определении активности ФЛА2 с использованием системы фосфолипаза А2–гемогло-
бин, которая основана на гемолизе эритроцитов под действием лизолецитина, образующегося из 
фосфолипидов под действием ФЛА2, и последующем определении высвобождающегося при этом 
гемоглобина. Свободный гемоглобин измеряется либо феррицианидным методом по Нейману, 

 

Рис. 9. Схема сопряженности биохимических процессов антибиотик↔цитохром Р450↔фосфолипаза А2: эконазол 
действует на активность ФЛА2 предположительно через конформационные изменения цитохрома Р450, которые 

влияют на взаимодействие цитохрома и фосфолипазы А2 [74] и приводят к активации фосфолиполиза

Fig. 9. Scheme of the interconnection of biochemical processes antibiotic ↔ cytochrome P450 ↔ phospholipase A2: econazole 
affects the activity of PLA2 presumably through conformational changes in cytochrome P450, which affect the interaction  

of cytochrome and phospholipase A2 [74] and lead to phospholipolysis activation
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или используется пероксидазоподобная активность гемоглобина по изменению окраски тетраме-
тилбензидина в присутствии перекиси водорода [24]. 

В нашем биореакторе в качестве индикатора фосфолиполиза используются спектральные из-
менения непосредственно гемоглобина под влиянием жирных кислот [75], высвобождаемых из 
фосфатидилхолина под действием ФЛА2.

Сначала при взаимодействии фермента ФЛА2 (PLA2) с фосфолипидами (субстрат, PL) отще-
пляется жирная кислота (ЖК). Затем во время образования супрамолекулярного комплекса ге-
моглобина (Hb) с ЖК, образованной в процессе фосфолиполиза, гемопротеин превращается  
в окисленную низкоспиновую форму – гемихром, что выражается в развитии на третьем этапе 
разностного спектра, который измеряется спектрофотометрически (рис. 10). 

При этом интенсивность возникающего спектра является количественным показателем ак-
тивности панкреатической ФЛA2 в сыворотке крови. Все этапы проходят в кювете спектрофото-
метра в одну стадию. На этой основе разработана уникальная методология определения актив-
ности ФЛA2 в биологических жидкостях [76], а также создана не имеющая аналогов в мире соот-
ветствующая тест-система и организовано совместное с ХОП ИБОХ производство наборов 
реагентов ФЛА2–ФОА для диагностики острого некротического панкреатита [77].

Эта же система в случае использования совместного УФ-облучения липидной фазы совмест-
но с сывороткой крови позволяет определять с помощью активности ФЛА2, обладающей антиок-
сидантными свойствами [78], и стандартного антиоксиданта Тролокса общую антиоксидантную 
активность организма [46]. Биореактор на основе системы фосфолипиды–миоглобин послужил 
основой для определения не энзиматическим путем общей антиоксидантной способности сыво-
ротки крови, как более точного интегрального показателя устойчивости организма к действию 
активных форм кислорода [51]. 

Заключение. Высокая чувствительность, селективность и прямая корреляционная зависи-
мость спектрального ответа гемопротеинов на действие жирной кислоты, как продукта фосфо-
липолиза под действием ФЛА2 в представленных выше биреакторах, позволяет решать широ-
кий круг задач, в том числе определять физиологическую активность химических соединений 
(биореактор «ФЛА2–лиганд»); проводить контроль биобезопасности для желудочно-кишечно-
го тракта пестицидов (биореактор «ФЛА2–лиганд»); диагностировать панкреатит (биореактор 
«ФЛА2–гемоглобин»); осуществлять оценку антиоксидантного потенциала организма путем 
определения в крови общей антиоксидантной активности (биореакторы «ФЛА2–миоглобин», 
«ФЛА2–гемоглобин») и общей антиоксидантной способности (неэнзиматический биореактор 
«фосфолипиды–миоглобин»). При этом в отличие от других исследователей в наших биореак-
торах целенаправленно использовались надмолекулярные формы субстрата ФЛА2, характерные 
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Рис. 10. Экспериментальная модель определения активности ФЛА2 (PLA2) в биологических жидкостях  
c использованием спектральных изменений гемоглобина (Hb) под действием жирной кислоты,  

как продукта реакции фосфолиполиза 

Fig. 10. Experimental model for determining the activity of PLA2 in biological fluids using spectral changes  
in hemoglobin (Hb) under the action of a fatty acid as a phospholipolysis reaction product
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для функционирования организма человека при пищеварении: смешанные мицеллы фосфо-
липидов с желчными кислотами и липопротеиновый комплекс яичного желтка, а также би-
слойные липосомы, сформированные из фосфатидилхолина, как модель клеточной стенки ки-
шечника.

Приоритет этих направлений применения фосфолиполиза подтвержден более полутора де-
сятков патентов, в том числе двумя патентами Евразийского патентного ведомства. Фундамен-
тальные исследования, положенные в основу разработок указанных выше биореакторов, удостое-
ны Государственной премии Республики Беларусь (в составе коллектива); поддержаны Фондом 
Сороса и рядом проектов Белорусского республиканского фонда фундаментальных исследова-
ний; включены в ТОП-10 (2017 г.) научных достижений Национальной академии наук Беларуси; 
отмечены сертификатами и свидетельствами о признании на международном уровне (Рим–2018, 
Дубай–2019, Сингапур–2019, Лондон–2019, Рим–2020). 
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