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В. С. Солдатов, Л. Н. Шаченкова, Е. Г. Косандрович, П. В. Нестеронок

Институт физико-органической химии Национальной академии наук Беларуси, Минск, Беларусь

ТИТРОВАНИЕ СЛАБООСНОВНЫХ ВОЛОКНИСТЫХ АНИОНИТОВ 
В ПРИСУТСТВИИ КОМПЛЕКСООБРАЗУЮЩИХ ДВУХВАЛЕНТНЫХ КАТИОНОВ

Аннотация. Получены кривые потенциометрического титрования полностью протонизированных волокнистых 
ионитов гидроксидом калия на фоне 1 М KCl в присутствии хлоридов Ni2+, Со2+, Сu2+ и Ca2+. Иониты были получены 
модификацией промышленного полиакрилонитрильного волокна диэтилентриамином и триэтилентетраамином, 
преимущественно содержали функциональные группы R-CO-NH-(CH2CH2NH)nH (n = 2 или 3) и небольшое количе-
ство карбоксильных групп. Из полученных данных рассчитана сорбция Ni2+, Со2+, Сu2+ и Ca2+ ионитами в зависимо-
сти от рН среды. Установлено, что исследованные иониты с высокой селективностью сорбируют ионы тяжелых ме-
таллов в широком интервале кислотности растворов (рН 2–9) благодаря образованию металл-полимерных комплексов 
с полиаминными функциональными группами. Максимальная сорбционная емкость составляет 1,5–2,7 и 4–5 мэкв/г 
для ионитов с n = 2 и 3 соответственно. 

Ключевые слова: волокнистые аниониты, сорбция тяжелых металлов, металл-полимерные комплексы, потен-
циометрическое титрование ионитов

Для цитирования. Титрование слабоосновных волокнистых анионитов в присутствии комплексообразующих 
двухвалентных катионов / В. С. Солдатов [и др.] // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. хiм. навук. – 2021. – Т. 57, № 4. – 
С. 391–399. https://doi.org/10.29235/1561-8331-2021-57-4-391-399

V. S. Soldatov, L. N. Shachenkova, E. G. Kosandrovich, P. V. Nesteronok

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

TITRATION OF WEAK BASE FIBROUS ANION EXCHANGERS 
IN THE PRESENCE OF COMPLEX-FORMING DIVALENT CATIONS

Abstract. Curves of potentiometric titration of fully protonized fibrous ion exchangers with potassium hydroxide against 
the background of 1 M KCl in the presence of chlorides of Ni2+, Со2+, Сu2+ and Ca2+ were obtained. The ion exchangers were 
synthesized by modifying of industrial polyacrylonitrile fiber with diethylenetriamine and triethylenetetraamine and predominantly 
contained functional groups R-CO-NH- (CH2CH2NH)nH (n = 2 or 3) and a small amount of carboxyl groups. The sorption 
of Ni2+, Со2+, Сu2+ and Ca2+ by ion exchangers was calculated from the data obtained depending on the pH of the medium. 
It was found that the investigated ion exchangers with high selectivity sorb heavy metal ions in a wide range of acidity of solu-
tions (pH 2–9) due to the formation of metal-polymer complexes with polyamine functional groups. The maximum sorption 
capacity is 1.5–2.7 and 4–5 meq/g for ion exchangers with n = 2 and 3, respectively. 

Keywords: fibrous anion exchangers, sorption of heavy metals, metal-polymer complexes, potentiometric titration of ion 
exchangers

For citation. Soldatov V. S., Shachenkova L. N., Kosandrovich E. G., Nesteronok P. V. Titration of weak base fibrous 
anion exchangers in the presence of complex-forming divalent cations. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. 
Seryya khimichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Chemical Series, 2021, vol. 57, 
no. 4, pp. 391–399 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8331-2021-57-4-391-399

Введение. Слабоосновные аниониты на основе полиакрилонитрильных волокон нашли прак-
тическое применение для очистки питьевой воды [1], воздуха чистых комнат [2], производствен-
ных помещений от токсичных и плохо пахнущих веществ [3]. Помимо своей анионообменной 
функции, они обладают значительной сорбционной активностью по ионам переходных, тяжелых 
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и драгоценных металлов [4] благодаря наличию в них первичных и вторичных аминогрупп, обра-
зующих устойчивые комплексы с такими металлами.

Известно, что слабоосновные аниониты, содержащие аминогруппы различной степени замещен-
ности, поглощают ионы металлов, таких как Cu2+ и Ni2+ [5]. Причина этого явления – образование 
металл-полимерных комплексов, в которых центральным атомом является металл, а лигандами – 
фрагменты полимера, обладающие донорно-акцепторными свойствами. Структура этих комплек-
сов достоверно не известна и ее количественных характеристик не имеется. Иониты с амидоамин-
ными группами, получаемые полимер-аналогичными превращениями полимеров с нитрильными 
группами, также обладают высокой сорбционной активностью по отношению к комплексообра-
зующим ионам. В частности, полученные ранее в Институте физико-органической химии НАН Бе-
ларуси волокнистые иониты этого типа перспективны для выделения и разделения ионов металлов 
в водных средах [6–10]. Сорбция ионов металлов существенно возрастает с увеличением рН рав-
новесных растворов. В исследованиях этих процессов интервал рН, в котором изучается сорб-
ция, ограничивается рН осаждения соответствующих гидроксидов. В работе [11] сорбция ионов 
металлов изучалась в интервале рН, включающем образование осадков (рН 1–12). Такие иссле-
дования имеют практическое значение в связи с проблемой получения гибридных полимерно- 
неорганических сорбентов, в которых наночастицы или аморфная масса неорганического осадка 
распределены внутри полимерной матрицы полимера носителя [12, 13]. Подобного рода сорбен-
ты обычно получают при контакте ионита, содержащего один из компонентов, необходимый для 
осадкообразования, с раствором, содержащим другие компоненты, при изменении рН раствора. 
Другой возможностью является образование осадка из раствора, содержащего оба компонента, 
при изменении рН раствора. В этом случае сорбция и образование осадка протекают одновре-
менно. Осадок может образовываться либо в растворе, либо в фазе полимера. Закономерности 
таких процессов практически не исследовались ранее. 

Основная цель настоящей работы – установление принципиальной возможности использова-
ния сорбционных комплексов ионитов этого типа в качестве источников микроэлементов при вы-
ращивании растений на волокнистых искусственных почвах, предназначенных для выращивания 
растений в условиях невесомости. Ранее аналогичное исследование было проведено на хелато-
образующих сорбентах с аминодиацетатными группами [11], являющихся наиболее распростра-
ненными высокоселективными сорбентами двухвалентных катионов. Слабоосновные иониты, 
содержащие полиаминные радикалы, могут обладать некоторыми преимуществами перед хелат-
ными сорбентами: взаимодействие катиона с аминными лигандами не подвергается конкурен-
ции макроионов K+, Ca2+ и Mg2+, присутствующих в питательном растворе, а способ получения 
анионитов выбранного типа существенно проще, чем для хелатного сорбента. 

Иониты. Исследовано два анионита на основе полиакрилонитрильного волокна Нитрон, 
полученные его химической модификацией диэтилентриамином (ДЭТА) и триэтилентетраами-
ном (ТЭТА), как описано в [14]. Их условные названия АК-22(2) и АК-22(3) соответственно. Фор-
мулы преобладающих анионообменных групп приведены ниже:

АК-22(2) АК-22(3)

Символ «R» в этих формулах может означать либо атом водорода, либо полимерный радикал 
той же самой или другой полимерной цепи.

Кроме анионообменных групп иониты содержат относительно небольшое количество кар-
боксильных групп, образующихся в водных средах в процессе гидролиза нитрильных групп во-
локна при его обработке аминами. Основные характеристики ионитов – обменные емкости в Cl–/H+ 
(Еан – анионообменная; Екат – катионообменная) и водопоглощение (W) приведены в таблице.
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Основные характеристики исследованных ионитов

Main characteristics of the studied ion exchangers

Ионит Еан, мэкв/г Екат, мэкв/г W, гводы/г ионита

АК-22(2) 3,5 1,1 0,5
АК-22(3) 5,9 1,0 0,9

Экспериментальная часть. В данной работе применяли метод одновременного исследова-
ния сорбции ионов металлов и рН раствора, описанный ранее [11].

Титрование ионита в Н+/Cl–-форме проводилось на фоне 1 н. KCl растворами КОН в присут-
ствии избытка HCl (3–10 ммоль/г, концентрация HCl 1,75 M). Добавление НСl в фоновый раствор 
было необходимо для полной протонизации всех кислотных и основных групп ионита. К тому 
же добавление HCl к титруемому иониту было сделано для того, чтобы для всех катионов титро-
вание начиналось с практически одинакового и очень низкого значения рН (∼1), когда все виды 
катионов еще не сорбируются ионитами и целиком находятся в растворе. Если не добавлять избы-
ток кислоты к иониту, то уже в нулевой точке (когда титрант еще не добавлен) будут получены 
разные значения рН для разных катионов из-за их различной сорбции ионитами и информация, 
относящаяся к более низким рН, будет потеряна. Высокую концентрацию КОН в титранте необхо-
димо было использовать для предотвращения существенного изменения объема раствора при до-
бавке порций титранта. В этот же раствор добавляли хлориды Ni2+, Со2+, Сu2+ и Ca2+ в количе-
стве, превышающем возможную предполагаемую поглотительную емкость ионита. Кроме того, 
снимали кривые титрования ионита в их отсутствие и растворов самих солей.

При титровании использовали метод одной навески [15]. Точная навеска нарезанных на фраг-
менты волокон ионита длиной 2–4 мм и массой ~0,5 г помещалась в исходный подкисленный 
раствор хлоридов двухвалентных катионов. Объем раствора составлял 30 мл. Суспензия ионита 
в растворе постоянно интенсивно перемешивалась магнитной мешалкой. Комбинированный стек-
лянный электрод оставался в перемешиваемой суспензии все время в процессе титрования (обычно 
около 10 ч). После установления постоянного рН добавляли в суспензию порции титранта 0,15–1 мл 
микропипеткой и дополнительно контролировали взвешиванием с максимальной погрешностью 
± 0,4 мг. Следующую порцию титранта вводили в ячейку для титрования после установления 
постоянного значения рН, изменяющегося не более чем на 0,01 единицы в течение последующих 
5 мин. В это время из ячейки отбирали пробу раствора объемом 0,15 мл (контроль по массе), ко-
торую переносили в мерную колбу, подкисляли азотной кислотой для растворения возможных 
осадков, разбавляли и отдавали на определение концентрации двухвалентного иона на спектро-
метре с индуктивно связанной плазмой. По окончании титрования суспензии проводили ее обрат-
ное титрование раствором НСl. В процессе всего эксперимента ячейка для титрования была гер-
метично закрыта для предотвращения поглощения углекислого газа из воздуха. Небольшое 
отверстие для введения порции титранта и отбора пробы раствора для анализа открывали на не-
сколько секунд для выполнения этих операций. Общее изменение объема раствора при этих опе-
рациях могло составить до 2 % объема раствора и в дальнейших расчетах не учитывалось.

Результаты и их обсуждение. Кривые титрования системы «Н+/Cl–-форма слабоосновного 
ионита–KCl–HCl–MeCl2» представлены на рис. 1, 2. Оба ионита содержат два типа функциональ-
ных групп, способных к взаимодействию с ионами переходных металлов за счет образования 
ион-полимерных комплексов – COOН и R+Cl– с их депротонизованными формами. Сорбция 
ионов Ме2+ начинается в сильнокислой среде и прогрессивно увеличивается с ростом рН. Кальций, 
не образующий прочных комплексов с аммиаком и аминами, поглощается исключительно за счет 
ионного обмена на карбоксилатных группах. Это же происходит, начиная с рН 3, со всеми двух-
валентными катионами. При увеличении рН ионы переходных металлов сорбируются ионитами 
за счет образования комплексов с участием аминогрупп с различной степенью замещенности, 
в которых в качестве лигандов выступают также молекулы воды и карбоксилатные группы.

Примечательно, что сорбция ионов переходных металлов продолжает расти с увеличением 
рН после достижения критических рН осадкообразования, а максимальные значения сорбции 
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достигаются при рН на несколько единиц выше этой величины (рис. 3, 4), что находится в соот-
ветствии с данными работы [16]. Показано, что структура металл-полимерных комплексов иони-
тов с амидоаминными группами может резко меняться в щелочной среде с образованием значи-
тельно более прочного комплекса.

Структура полимерных комплексов металлов в рассматриваемых ионитах известна только 
в общих чертах. Считается, что лигандами полиаминных комплексов металла являются атомы 
азота, образующие координационные связи с центральным атомом. Это следует из известных 
представлений химии комплексных соединений и не вызывает сомнений [17]. Однако не ясно, 
какие другие атомные группировки и (или) молекулы заполняют остальные позиции координа-
ционной сферы, а также не известно и зарядовое состояние центрального атома и лигандов, 
прочность, длина связей, степень ковалентности и взаимное расположение лигандов в таких 
комплексах. Методов экспериментального исследования, позволяющих однозначно ответить 

Рис. 1. Кривые титрования КОН системы: Н+/Cl–-форма ионита АК-22(2)–1 М КСl–HCl (стартовый рН 0,85)–MeCl2. 
Кривая 1 – MеСl2 отсутствует; 2 – ионит отсутствует; 3 – присутствуют все компоненты. Стартовое количество 
двухвалентных ионов в системе (мэкв/г ионита): a – Ca2+ 6,5613, b – Co2+ 5,5595, c – Ni2+ 5,0981, d – Cu2+ 5,6332. 

Горизонтальной чертой указано рН образования осадка

Fig. 1. Titration curves by KOH of the system: Н+/Cl–-form of the ion exchanger AK-22(2)–1 M КСl–HCl (starting pH 0.85)–
MeCl2. Curve 1 – MeCl2 is absent; 2 – the ion exchanger is absent; 3 – all components are present. The starting amount 
of divalent ions in the system (m-eq/g of ion exchanger): a – Ca2+ 6.5613, b – Co2+ 5.5595, c – Ni2+ 5.0981, d – Cu2+ 5.6332. 

The horizontal line indicates the pH of the precipitate formation
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на эти вопросы, в настоящее время не существует. Для выяснения указанных выше параметров 
использовали метод квантово-химического моделирования [16], однако полученных к настояще-
му времени результатов недостаточно для однозначного заключения о составе и структуре сорб-
ционных комплексов.

Во всех случаях максимальная сорбция ионов кобальта, никеля и меди ионитом АК-22(3) 
в 1,5–3,4 раза выше, чем ионитом АК-22(2) (рис. 3, 4). Это связано с тем, что в первом случае 
функциональная группа ионита содержит три, а во втором – два атома азота, потенциально спо-
собных выступать в роли лигандов при образовании комплексов с ионами этих металлов. Кроме 
большего количества лигандов в функциональной группе, это может быть связано и с другими 
причинами, неизбежно играющими значительную роль в наших полифункциональных сорбен-
тах, таких как участие в процессе связывания ионов карбоксильных групп, образование межцеп-
ных связей при реакции триэтилентетраамина с полиакрилонитрильным волокном, участие 

Рис. 2. Кривые титрования КОН системы: Н+/Cl–-форма ионита АК-22(3)–1 М КСl–HCl (стартовый рН 0,85)–MeCl2. 
Кривая 1 – MеСl2 отсутствует; 2 – ионит отсутствует; 3 – присутствуют все компоненты. Стартовое количество 
двухвалентных ионов в системе (мэкв/г ионита): a – Ca2+ 6,8446, b – Co2+ 6,4383, c – Ni2+ 6,4023, d – Cu2+ 5,5050. 

Горизонтальной чертой указано рН образования осадка

Fig. 2. Titration curves by KOH of the system: Н+/Cl–-form of the ion exchanger AK-22(3)–1 M КСl–HCl (starting pH 0.85)–
MeCl2. Curve 1 – MeCl2 is absent; 2 – the ion exchanger is absent; 3 – all components are present. The starting amount 
of divalent ions in the system (m-eq/g of ion exchanger): a – Ca2+ 6.8446, b – Co2+ 6.4383, c – Ni2+ 6.4023, d – Cu2+ 5.5050. 

The horizontal line indicates the pH of the precipitate formation



396   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2021, vol. 57, no. 4, pp. 391–399 

в сорбционном комплексе лигандов, принадлежащих различным функциональным группам, 
разное координационное число катионов. Кривые прямого и обратного титрования практически 
совпадают, что свидетельствует о равновесности процесса в каждой точке кривых. Исключение 
составляют системы с хлоридом кобальта. 

Особенностью этой системы является то, что ион двухвалентного кобальта в составе ком-
плексов различных типов легко окисляется, превращаясь в трехвалентный Со3+ [17], который 
образует более прочные комплексы с аминогруппами ионита. Процесс окисления интенсивно 
проходит в щелочной среде, поэтому при обратном титровании большая часть кобальта не вымы-
вается соляной кислотой из ионита и его сорбция становится практически необратимой. Не со-
впадают также и кривые прямого и обратного титрования (см. направление стрелок на рис. 3, b 
и 4, b). Этого явления не наблюдается при сорбции Со2+ хелатообразующим ионитом Фибан Х-1, 
формирующим более стабильные комплексы с карбоксилатными группами и третичным атомом 
азота аминодиацететной группы [11].

Для иона никеля наблюдается сравнительно низкая максимальная сорбция на ионите АК-22(2) 
и наивысшая сорбция на АК-22(3). Возможно, это связано с тем, что этот ион имеет наивысшее 
координационное число и для его прочного связывания необходимо большее число лигандов, 
чем содержится в функциональной группе ионита АК-22(2).

Рис. 3. Сорбция ионов металлов (g, мэкв/г) при потенциометрическом титровании ионита AK-22(2) в зависимости 
от рН раствора. Стартовое количество двухвалентных ионов в системе (мэкв/г ионита): a – Ca2+ 6,5613, b – Co2+ 5,5595, 

c – Ni2+ 5,0981, d – Cu2+ 5,6332. Вертикальными линиями обозначена граница рН осадкообразования

Fig. 3. Sorption of metal ions (g, meq/g) during potentiometric titration of ion exchanger AK-22(2) depending on the pH 
of the solution. The starting amount of divalent ions in the system (meq/g of ion exchanger): a – Ca2+ 6.5613, b – Co2+ 5.5595, 

c – Ni2+ 5.0981, d – Cu2+ 5.6332. The vertical lines indicate the pH limit of sedimentation
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Особое место занимают ионы меди как при взаимодействии с ионитами АК-22(2) и АК-22(3), 
так и с хелатным сорбентом, описанным ранее [11]. Ионы меди интенсивно поглощаются уже 
при рН 4. После первого плато поглощения Cu2+ при рН 4,2, соответствующему окончанию обра-
зования осадка, повышение рН приводит к новому увеличению сорбции за счет растворения 
осадка из-за ионизации карбоксильных групп при росте рН и дальнейшего поглощения ими ионов. 
Новое плато образуется при рН около 8, так же как и в случае Ni2+, когда большая часть карбо- 
ксильных групп ионизирована. В условиях данного эксперимента увеличение сорбции металличе-
ских ионов происходит при уменьшении их концентрации в растворе. Это происходит из-за того, 
что поглощение ионов Ме2+ возможно только на ионизированных карбоксильных группах, заряд 
которых в отсутствие ионов Ме2+ компенсируется фоновыми ионами К+ и депротонированными 
аминогруппами. 

Заключение. Волокнистые иониты с амидоаминными группами, содержащие полиаминные 
радикалы, являются эффективными сорбентами двухвалентных ионов переходных металлов (Сu2+, 
Ni2+, Co2+), не уступающими по сорбционной емкости хелатирующим сорбентам. Сорбция ме-
таллических двухзарядных ионов в большинстве случаев обратима, а кривые прямого и обрат-
ного титрования систем типа (Н+/Сl–-форма ионита АК-22)–(КСl)–(KOH/HCl)–(MeCl2) совпадают, 
несмотря на то, что они включают процессы образования и растворения осадков гидроксидов. 

Рис. 4. Сорбция ионов металлов (g, мэкв/г) при потенциометрическом титровании ионита AK-22(3) в зависимости 
от рН раствора. Стартовое количество двухвалентных ионов в системе (мэкв/г ионита): a – Ca2+ 6,8446, b – Co2+ 6,4383, 

c – Ni2+ 6,4023, d – Cu2+ 5,5050. Вертикальными линиями обозначена граница рН осадкообразования

Fig. 4. Sorption of metal ions (g, meq/g) during potentiometric titration of ion exchanger AK-22(3) depending on the pH 
of the solution. The starting amount of divalent ions in the system (meq/g of ion exchanger): a – Ca2+ 6.8446, b – Co2+ 6.4383, 

c – Ni2+ 6.4023, d – Cu2+ 5.5050. The vertical lines indicate the pH limit of sedimentation
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Исключением является система с ионом Со2+, что связано с его окислением в щелочной среде 
с переходом в трехвалентное состояние. Эффективность исследованных ионитов возрастает с уве-
личением числа аминных фрагментов в функциональной группе. Сорбционная емкость ионита 
с функциональной группой, содержащей четыре атома азота, более чем вдвое превосходит емкость 
ионита, который содержит три атома азота в группе. Такие иониты могут быть использованы как 
носители микроэлементов при выращивании растений, в процессах очистки воды от ионов пе- 
реходных металлов, их предконцентрирования при количественном определении в природных 
и сточных водах. 
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КВАНТОВО-ХИМИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ 
КОРТИЗОН-ФУЛЛЕРЕНОЛОВЫХ АГЕНТОВ ТЕРАПИИ 

ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Аннотация. С целью терапевтического уничтожения онкологических новообразований обычно применяют хи-
миотерапию или лучевую, а в изотопной медицине – вводят в опухоль соответствующие короткоживущие радиону-
клиды (59Fe, 90Y, 95Zr, 99mTc, 106Ru, 114*In, 147Eu, 148Eu, 155Eu, 170Tm, 188Re, 210Po, 222Rn, 230U, 237Pu, 240Cm, 241Cm, 253Es). 
Бинарная (или нейтронозахватная) – технология, разработанная для избирательного воздействия на злокачественные 
новообразования и использующая тропные к опухолям препараты, содержащие нерадиоактивные нуклиды (10B, 113Cd, 
157Gd и др.). Триадная – последовательное введение в организм комбинации из двух и более по отдельности неактив-
ных и безвредных компонентов, тропных к опухолевым тканям и способных в них селективно накапливаться или 
вступать друг с другом в химическое взаимодействие и уничтожать опухолевые новообразования под действием 
определенных сенсибилизирующих внешних воздействий. В настоящей работе проведены квантово-химическое мо-
делирование электронной структуры и анализ термодинамической устойчивости новых кортизон-фуллереноловых 
агентов терапии опухолевых новообразований. Необходимость предварительных исследований по моделированию 
такого рода объектов обусловлена очень высокой трудоемкостью, стоимостью и сложностью их практического по- 
лучения.
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QUANTUM-CHEMICAL MODELING OF CORTISONE-FULLERENOL 
AGENTS OF CANCER THERAPY

Abstract. In order to therapeutically destroy oncological neoplasms, chemotherapy or radiotherapy is usually applied, 
and in isotope medicine – short-lived radio nuclides are injected into the tumor (59Fe, 90Y, 95Zr, 99mTc, 106Ru, 114*In, 147Eu, 
148Eu, 155Eu, 170Tm, 188Re, 210Po, 222Rn, 230U, 237Pu, 240Cm, 241Cm, 253Es). Binary (or neutron capture) therapy is a technology 
developed for the selective effect on malignant tumors using drugs that are tropic to tumors and contain non-radioactive 
nuclides (10B, 113Cd, 157Gd at al.). Triadic therapy involves the sequential introduction into the body of a combination of two 
or more separately inactive and harmless components, which are tropic to tumor tissues and capable of selectively accumulating 
in them or chemically interacting with each other and destroying tumor neoplasms under the action of certain sensitizing external 
influences. The aim of this work is quantum-chemical simulation of the electronic structure and analysis of the thermodynamic 
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stability of new cortisone-fullerenol agents for the treatment of tumor neoplasms. The need for preliminary studies of modeling 
such objects is due to the very high labor intensity, cost and complexity of their practical production.

Key words: DFT-modeling of electronic structure, cortisone, fullerenol clusters, agents for the treatment of tumor neoplasms
For citation. Dikusar E. A., Pushkarchuk A. L., Bezyazychnaya T. V., Akishina E. A., Soldatov А. G., Kuten S. А., 

Stepin S. G., Nizovtsev A. P., Kilin S. Ya., Potkin V. I. Quantum-chemical modeling of cortisone-fullerenol agents of cancer 
therapy. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya khimichnykh navuk = Proceedings of the National Academy 
of Sciences of Belarus. Chemical Series, 2021, vol. 57, no. 4, pp. 400–407 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8331-
2021-57-4-400-407

Введение. С целью терапевтического уничтожения онкологических новообразований обычно 
применяют химиотерапию или лучевую [1], а в изотопной медицине – вводят в опухоль соответ-
ствующие короткоживущие радионуклиды (59Fe, 90Y, 95Zr, 99mTc, 106Ru, 114*In, 147Eu, 148Eu, 155Eu, 
170Tm, 188Re, 210Po, 222Rn, 230U, 237Pu, 240Cm, 241Cm, 253Es). Бинарная (или нейтронозахватная) техно-
логия разработана для избирательного воздействия на злокачественные новообразования, исполь-
зующая тропные к опухолям препараты, содержащие нерадиоактивные нуклиды (10B, 113Cd, 157Gd 
и др.) [2]. Триадная технология – последовательное введение в организм комбинации из двух 
и более по отдельности неактивных и безвредных компонентов, тропных к опухолевым тканям 
и способных в них селективно накапливаться или вступать друг с другом в химическое взаимо-
действие, уничтожать опухолевые новообразования под действием определенных сенсибилизи-
рующих внешних воздействий [3].

Ранее нами были представлены данные по квантово-химическому моделированию строения 
и электронной структуры эндоэдрических метотрексат-фуллереноловых кластеров [4]. Необхо-
димость предварительного моделирования такого рода объектов (рис. 1) обусловлена очень вы-
сокой трудоемкостью и сложностью их получения. В настоящей работе проведены неэмпириче-
ские квантово-химические расчеты ряда потенциальных агентов диагностики и терапии онколо-
гических заболеваний – производных фуллеренола С60 [5]. 

Материалы и методы. Расчеты соединений произведены с использованием уровня теории 
DFT/BP86/RI/def2-SVP/def2/J/D3 с применением программного пакета ORCA [6]. Для моделирова-
ния присутствия растворителя (воды) использовалось приближение «The conductor-like polarizable 
continuum model» (CPCMC), которое является удобным способом учета эффектов растворителя 
в квантово-химических расчетах. Растворитель представляет собой диэлектрическую поляризуемую 
сплошную среду, а растворенное вещество помещается в полость приблизительно молекулярной 
формы, межмолекулярное взаимодействие учитывалось с помощью D3 дисперсионной поправки 
Гримме (Grimme) [7−9].

E и M отсутствуют 1; E = Не, M отсутствует 3; Е отсутствует, M = Не 4; E = М = Не 5;
 E = Rn, M отсутствует 7; Е отсутствует, M = Rn 8; E = M = Rn 9; 

E = Na, M = Cl 12; E = Cl, M = Na 13; E = K, M = Br 14; E = Br, M = K 15

Рис. 1. Модель строения кортизон-фуллереноловых кластеров 3−5, 7−9, 12–15

Fig. 1. Structure model of cortisone-fullerenol clusters 3–5, 7–9, 12–15
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Для повышения эффективности данных препаратов перспективным является введение в со-
став их молекул структурных фрагментов известных лекарственных форм, например стероидных 
гормонов [10]. Поэтому представлены результаты квантово-химического моделирования строения 
и электронной структуры эндоэдрических кортизон-фуллереноловых кластеров (рис. 1). Корти-
зон относится к глюкокортикоидным гормонам коры надпочечников. У животных и у человека 
в небольшом количестве секретируется надпочечниками в кровь. К функциям относится стиму-
ляция синтеза углеводов из белков, угнетение лимфоидных органов, изменение метаболизма 
и повышение устойчивости организма к стрессу [11].

В качестве эндоэдрических компонентов включения во внутренние сферы кортизон-фуллере-
ноловых кластеров 1 (E и M отсутствуют) были выбраны: Не 2 (кластеры: E = Не, M отсутствует 3; 
Е отсутствует, M = Не 4; E = M = Не 5) 222Rn 6 (кластеры: E = Rn, M отсутствует 7; Е отсутствует, 
M = Rn 8; E = M = Rn 9) и галогениды щелочных металлов (E и M) – NaCl 10, KBr 11 (кластеры 
E = Na, M = Cl 12; E = Cl, M = Na 13; E = K, M = Br 14; E = Br, M = K 15). Выбор именно этих су-
прамолекулярных объектов включения во внутренние полости фуллеренола 1 обусловлены тем, 
что радионуклид 222Rn 6 – удобный источник терапевтического ионизирующего α-излучения, 
а Не 2 – удобный инертный модельный объект сравнения. В частности, радон 222Rn 6 имеет 
период полураспада 3,82 сут с выделением энергии 5,59 МэВ [12−15]. Введение одного из ионов 
от NaCl 10, KBr 11 во внутренние полости фуллеренола 1 приводит к существенному увеличе-
нию полярности образующихся эндоэдрических кластерных систем 12−15 (табл. 1), что является 
определяющим фактором, облегчающим их проникновение через клеточные мембраны. Этот 
транспорт осуществляется при помощи особых транспортных молекул, встроенных в мембраны 
клеток. Обычно в роли такого рода переносчиков выступают белки, которые необходимы для по-
ступления в клетку естественных метаболитов. Данным видом транспорта могут переноситься 
лекарственные вещества близкие по структуре к эндогенным молекулам, например, витамины, 
лекарственные соединения [16] или стероидные гормоны [17, 18].

Т а б л и ц а  1.  Полные энергии систем (E, а.е.), энергии ВЗМО (eV) и НВМО (eV) 
и дипольные моменты (D, Дб) соединений 1–15, вычисленные в вакууме и в водной среде

T a b l e  1.  Total systems energies (E, a.u.), HOMO (eV) and LUMO (eV) energies 
and dipole moments (D, Debye) of compounds 1–15 calculated in vacuum and in aqueous medium

Номер 
образца E, а.е. ВЗМО, eV НВМО, eV D Номер 

образца E, а.е. ВЗМО, eV НВМО, eV D

В вакууме В воде
1 −5219,07402666 −5,506 −3,938 9,29 1 −5219,14643052 −5,257 −3,483 15,11
2 −2,89831861 −15,549 29,127 0 2 −2,89831863 −15,546 29,130 0
3 −5221,93968491 −5,160 −3,607 11,07 3 −5222,01911586 −5,214 −3,480 19,87
4 −5221,97101629 −5,260 −3,600 9,31 4 −5222,04227484 −5,306 −3,521 15,32
5 −5224,87279648 −5,308 −3,664 8,92 5 −5224,94537255 −5,291 −3,501 14,09
6 −288,79669325 −7,854 −0,696 0 6 −288,79677397 −7,696 −0,582 0
7 −5507,91134423 –5,288 –3,584 5,09 7 –5508.03608603 –5,323 –3,437 7,03
8 −5507,90628875 −5,287 −3,606 9,68 8 −5507,97269744 −5,383 −3,596 15,73
9 −5796,77755374 −5,315 −3,619 10,14 9 −5796,84333372 −5,378 −3,587 15,82
10 −622,40545322 −4,870 −1,914 7,92 10 −622,46027280 −5,439 −0,219 10,23
11 −3174,09336510 −4,335 −1,680 9,98 11 −3174,14499324 −5,333 −0,437 13,41
12 −5841,50428089 −4,532 −3,124 10,03 12 −5841,60092630 −4,604 −3,175 16,55
13 −5841,46412512 −5,443 −4,080 15,59 13 −5841,55994503 −5,506 −3,784 26,91
14 −8393,18927889 −4,516 −3,035 10,43 14 −8393,26734584 −4,604 −3,139 16,12
15 −8393,17130445 −5,018 −4,096 15,13 15 −8393,25504029 −5,462 −3,897 27,15
16 −1192,31715469 −5,162 −2,276 6,24 16 −1192,34965069 −5,473 −2,400 8,80
17 −4103,14701248 −5,421 −3,568 2,17 17 −4103,20054563 −5,308 −3,409 3,91
18 −76,36045574 −6,320 0,815 1,97 18 −76,37060357 −6,391 1,340 2,28
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Результаты и их обсуждение. Было проведено квантово-химическое моделирование процесса 
построения кластера C81H50O28 [С60(OH)23OC21H27O5, (8S,9S,10R,13S,14S,17R)-17-гидрокси-17-(2-фулле-
ренол[С60(OH)23]оксиацетил)-10,13-диметил-1,2,6,7,8,9,12,14,15,16-декагидроциклопента[a]фенан-
трен-3,11-диона)] 1 исходя из кортизона (8S,9S,10R,13S,14S,17R)-17-гидрокси-17-(2-гидроксиацетил)-
10,13-диметил-1,2,6,7,8,9,12,14,15,16-декагидроциклопента[a]фенантрен-3,11-дион) С21H28O5 16 и сим-
метричного фуллеренола С60(OH)24 17 (рис. 2).

Различают две разновидности транспорта при помощи переносчиков: облегченная диффузия – 
осуществляется по градиенту концентрации и активный транспорт – осуществляется против гра-
диента концентрации [19]. Специализированный транспорт не подчиняется закону диффузии Фика 
и не зависит от наличия заряда у лекарственного вещества. Он является насыщаемым процессом, 
т. е. скорость абсорбции увеличивается лишь до тех пор, пока количество молекул лекарственного 
вещества не сравняется с количеством переносчиков. Дальнейшего роста скорости абсорбции, 
несмотря на повышение концентрации лекарственного препарата, при этом не происходит [20, 21].

В настоящее время является перспективным изучение методом квантово-химического моде-
лирования возможности нанокапсулирования радионуклидов (8Li, 21Na, 22Na, 24Na, 25Na, 37K, 40K, 
47K, 79Rb, 81Rb, 87Rb, 97Rb, 112Cs, 133Cs, 135Cs, 137Cs, 151Cs, 223Fr) и (18F, 36Cl, 38Cl, 80mBr, 80Br, 81Br, 
125I, 128I, 131I, 211At, 218At, 219At) [22] во внутренние полости фуллеренола 1. В качестве примера 
актуальности этих исследований можно привести тот факт, что 211At превосходит радиоактив-
ный йод по своему разрушающему воздействию на опухоль щитовидной железы, что обусловле-
но локализованным действием излучаемых α-частиц с энергией 5,9 МэВ на расстоянии порядка 
70 мкм в живых тканях, в то время как наименее активное β-излучение радиоактивного йода 
действует на расстоянии до 2000 мкм [23].

Из данных квантово-химических расчетов следует (табл. 1 и 2), что энергия взаимодействия 
(ΔЕInt) кластеров (3–5, 7–9, 12–15), полученная по формуле [24, 25]:

 ΔЕInt(3–5, 7–9, 12–15) = Е(3–5, 7–9, 12–15) – [Е(1) + Е(2, 6, 10, 11)], (1)

показывает их устойчивость и понижение или повышение полной энергии системы при гипоте-
тическом «растворении» 1 или 2 грамм-атома He 2 или Rn 6, или 1 грамм-моль соли Е1Е2 (NaCl 
или KBr) 10, 11 в 1 грамм-моль кортизон-фуллеренола 1. С другой стороны, процесс формирова-
ния эндоструктур можно рассматривать как аналог процесса «сольватации» ионов щелочных ме-
таллов и галогенов для кластеров 12–15, который описывается уравнением Борна–Бьеррума [26]. 

Результаты квантово-химических расчетов, проведенные для кластеров 3–5, 7–9, 12–15 
(табл. 1 и 2, уравнение (1)), показывают, что термодинамическая устойчивость [20, 21] кортизон- 
фуллереноловых кластерных систем С60 – производных инертных газов (He, Rn), имеет доволь-
но большой разброс значений от –289 до +86 кДж/моль в вакууме и от –271 до +67 кДж/моль 
в водной среде. По-видимому, такой разброс значений, особенно заметный для соединений 7−9, 
содержащих Rn, обусловлен легкостью поляризации его 4f145d10-электронов и возможностью 
образовывать кластеры с 1. Этот вывод следует из анализа величин энергий высших занятых 

Рис. 2. Схема построения кластера (8S,9S,10R,13S,14S,17R)-17-гидрокси-17-(2-фуллеренол[С60(OH)23]оксиацетил)- 
10,13-диметил-1,2,6,7,8,9,12,14,15,16-декагидроциклопента[a]фенантрен-3,11-диона) 1

Fig. 2. Construction scheme of (8S,9S,10R,13S,14S,17R)-17-hydroxy-17-(2-fullerenol[C60(OH)23]oxyacetyl)-10,13-dimethyl- 
1,2,6,7,8,9,12,14,15,16-decahydrocyclopenta[a]phenanthrene-3,11-dione) 1 cluster
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и нижних вакантных молекулярных орбиталей (ВЗМО и НВМО, табл. 1). Их значения у соедине-
ний 1 и 6 (в отличие от атома He 2) достаточно близки.

Ионсодержащие кластеры 12–15 демонстрируют разброс значений ΔЕInt в диапазоне от –65 
до +57 кДж/моль в вакууме и от +123 до +15 кДж/моль в водной среде, что в основном несколько 
ниже, чем устойчивость систем, состоящих из «пустых» кортизон-фуллереноловых кластеров 
С60 1 и изолированных недиссоциированных молекул галогенидов щелочных металлов E1Е2 10 и 11.

По аналогичной методике (2) был рассчитан тепловой эффект получения кластера 1 из кор-
тизона 16 и симметричного фуллеренола 17 (рис. 2 и табл. 2): 

 ΔЕInt(1) = [Е(1) + Е(18)] – [Е(16) + Е(17)]. (2)

Расчеты показали, что процесс образования кортизон-фуллеренового кластера 1 из исходных 
компонентов практически не зависит от среды (вакуума или воды) и происходит с понижением 
полной энергии системы соответственно на 78 и 87 кДж/моль.

Выводы. Кортизон-фуллереновые агенты терапии онкологических заболеваний – соедине-
ния 3–5, 7–9, 12–15 могут оказаться перспективны для разработки на их основе нанокапсулиро-
ванных радионуклидных радонсодержащих агентов терапии онкологических заболеваний. Из по-
лученных данных об устойчивости исследованных методом квантово-химического DFT-модели-
рования кластеров можно сделать выводы о возможности их практического получения. 

Т а б л и ц а  2.  Оценка энергии взаимодействия кластеров 3−5, 7−9, 12-15 и 1 (ΔЕInt) в вакууме 
и в водной среде

T a b l e  2.  Estimation of the interaction energy of clusters 3−5, 7−9, 12-15 and 1 (ΔЕInt) in vacuum 
and in an aqueous medium

Номер 
образца ΔЕInt, а.е. (Хартри) ΔЕInt, кДж/моль Номер 

образца ΔЕInt, а.е. (Хартри) ΔЕInt, кДж/моль Номер 
образца ΔЕInt, а.е. (Хартри) ΔЕInt, кДж/моль

В вакууме
3 0,03266036 85,75 4 0,00132898 3,50 5 −0,0021326 −5,60
7 −0,04062432 −106,66 8 −0,03556884 −93,39 9 −0,11014058 −289,17
12 −0,02480101 −65,12 13 0,01535476 40,31 14 0,02188713 57,46
15 −0,00391269 −10,27 1 0,02968477 77,94

В воде
3 0,02563329 67,30 4 0,00247431 6,50 5 −0,00230477 −6,05
7 –0,09288154 –243,86 8 −0,02949295 −77,43 9 −0,10335526 −271,36
12 0,00577702 15,17 13 0,04675829 122,76 14 0,02407792 63,22
15 0,03638347 95,52 1 0,03316223 87,07
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О ВОДОРАСТВОРИМОСТИ АЛКИЛБЕНЗОЛСУЛЬФОКИСЛОТ С17–С24, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫХ В КАЧЕСТВЕ ПРИСАДКИ К МОТОРНЫМ МАСЛАМ

Аннотация. С помощью нефелометрического метода изучена водорастворимость алкилбензолсульфокислот 
С17–С24. Результаты исследования позволили разработать методику измерений растворимости алкилбензолсульфо-
кислот, используемых в производстве присадок для моторных масел. Применение этой методики в научных и произ-
водственных лабораториях позволяет определять содержание АБСК в смесях с водой и квалифицировать это веще-
ство по критерию водорастворимости при присвоении соответствующего кода в ТН ВЭД. 

Ключевые слова: растворимость, концентрация, содержание, алкилбензолсульфокислоты, присадки к маслам, 
мицеллообразование, коллоиды
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ON WATER SOLUBILITY OF C17–C24 ALKYLBENZOLSULPHOIC ACIDS USED 
AS AN ADDITIVE TO MOTOR OILS

Abstract. Using the nephelometric method, the water solubility of C17–C24 alkylbenzenesulfonic acids has been studied. 
The results of the study made it possible to develop a technique for measuring the solubility of alkylbenzenesulfonic acids 
used in the production of additives for motor oils. Using the methodology in scientific and industrial laboratories, it is possible 
to determine the content of ABSA in mixtures with water and to qualify this substance according to the criterion of water 
solubility when assigning the appropriate code in the Commodity Nomenclature of Foreign Economic Activity.

Keywords: solubility, concentration, content, alkylbenzenesulfonic acid, oil additives, micelle formation, colloids
For citation. Karpinchik E. V., Yuzhik L. I., Agabekov V. E. On water solubility of C17–C24 alkylbenzolsulphoic acids 

used as an additive to motor oils. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya khimichnykh navuk = Proceedings 
of the National Academy of Sciences of Belarus. Chemical Series, 2021, vol. 57, no. 4, pp. 408–412 (in Russian). https://doi.org/ 
10.29235/1561-8331-2021-57-4-408-412

Введение. Алкилбензолсульфокислоты (АБСК) – востребованный продукт органической 
химии, полупродукт для получения алкилбензолсульфонатов – компонентов моющих средств, 
ПАВ для флотации руд и др. АБСК известны около 80 лет, их получают сульфированием линей-
ного алкилбензола. В последнее время наблюдается возросший интерес к этим соединениям 
 в связи с тем, что они биоразлагаемы и экологически безопасны. 1

Соли АБСК, главным образом натриевые, аммониевые или триэтаноламмониевые, получен-
ные нейтрализацией соответствующими основаниями, применяют как ПАВ при производстве 
твердых и жидких моющих, чистящих или специальных средств, а также вспомогательных со-
ставов для них. Необходимо отметить, что моющие вещества на основе компонентов, получен-
ных с применением АБСК, не коррозируют поверхность аппаратуры и изделий. Длинный гидро-
фобный углеводородный радикал (С17–С24) и гидрофильная – SO3H-группа, присоединенные к бен-
зольному ядру молекулы АБСК, придают ей дифильность. Эти свойства позволяют использовать 
АБСК при изготовлении составов как на углеводородной или масляной основах, так и на воде, 
причем совместимость с последней увеличивается у солевых ее форм. К примеру, кальциевая соль 
АБСК применяется в сельском хозяйстве для защиты растений как эмульгатор водонераствори-
мых гербицидов, получения концентратов масляных эмульсий пестицидов и др.
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По внешнему виду АБСК представляет собой вязкую жидкость от коричневого до черного 
цвета и в зависимости от марки имеет классификацию «А», «Б», «В».

Поверхностная активность и дифильность молекул АБСК обусловили ее использование в ка-
честве компонента моторных масел, в том числе производимых СООО «ЛЛК-Нафтан». Присадка 
АБСК к моторному маслу придает ему моюще-диспергирующие свойства и способствует увели-
чению ресурса двигателей. Одним из критериев, имеющим принципиальное значение при уста-
новлении позиции АБСК как товара по «Товарной номенклатуре внешнеэкономической деятель-
ности» (ТН ВЭД) [1], является ее водорастворимость. Однако в торгово-экономической докумен-
тации это свойство не получило однозначной трактовки, в связи с чем возникают разночтения.

Цель настоящей работы – исключить неоднозначную трактовку водорастворимости АБСК, 
в частности NANSA 117, используемой в качестве компонента моторных масел, при установлении 
ее товарной позиции в ТН ВЭД.

Классическое определение термина «растворимость – величина, характеризующая способ-
ность вещества образовывать с другим веществом однородную систему» [2]. Растворимость в со-
временной формулировке подразумевает максимально возможное количественное содержание 
вещества в растворителе в молекулярно-ионном состоянии. Действующие нормативные доку-
менты не содержат такой характеристики веществ, как «нерастворимо», а используют термины 
«практически нерастворимо» [3] или «почти нерастворимо» [4].

В работе использовали термины и определения, установленные Международным стандар- 
том [4], согласно которому растворимость реактивов следует характеризовать следующим образом: 

Характеристика растворимости Масса растворителя на 1 г реактива, г

Очень легко растворимый
Легко растворимый
Растворимый
Мало растворимый
Плохо растворимый
Очень плохо растворимый
Почти нерастворимый

До 1
 > 1 до 10
 > 10 до 30

 > 30 до 100
 > 100 до 1000

 > 1000 до 10000
 > 10000 (< 0,01 %)

П р и м е ч а н и е.  Растворимость – это масса растворeнного вещества, приходящаяся на 100 или 1000 г раство-
рителя в насыщенном растворе при определeнной температуре. В системе СИ данную величину принято измерять 
в кг/м3, но обычно используют г/л.

Такие же соотношения растворителя и вещества для характеристики его растворимости, 
но уже с формулировкой терминов «Очень легко растворим», «Легко растворим», «Растворим», 
«Умеренно растворим», «Мало растворим», «Очень мало растворим» и «Практически нераство-
рим» принято употреблять соответственно [3].

Другим Международным стандартом [5] устанавливается, что результаты определения раство-
римости химического вещества считаются недействительными, если некоторая его часть находится 
в коллоидном состоянии (п. 5.6.3). Вещество растворено полностью, если при насыщении им раство-
рителя в смеси отсутствует фазовое разделение между этими компонентами. Появление мицелл ука-
зывает на предельную растворимость вещества и переход его раствора в статус «коллоидной систе-
мы», в которой вещество находится в динамическом равновесии с новой его фазой – мицеллярными 
образованиями – и считать такую систему раствором неправомерно. Этот стандарт [5] предписы-
вает обязательное предварительное проведение теста на наличие в жидкости эффекта Тиндаля, по-
зволяющего определить состояние вещества в растворителе и установить правомерность применения 
к нему термина «раствор». Следует отметить, что в коллоидной системе некоторое количество веще-
ства всегда находится в растворeнном (молекулярно-ионном) состоянии, которое наряду с мицелляр-
ными образованиями следует учитывать при установлении общего его содержания в растворителе.

Применительно к АБСК это означает:
водорастворимость – массовое еe количество в воде при данной температуре в виде отдель-

ных молекул, т. е. пороговое содержание, предшествующее мицеллообразованию или критиче-
ская концентрация мицеллообразования (ККМ); 
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содержание – общее массовое ee количество в водной системе, включающее как находящееся 
в виде истинного раствора (т. е. в молекулярно-диспергированном состоянии), так и в виде ассо-
циатов. Следовательно, величиной растворимости АБСК в воде является максимальное массовое 
еe содержание в смеси до момента появления эффекта светорассеяния. 

Дифильность молекул АБСК обусловливает образование молекулярных ассоциатов и про-
странственных структур, количество которых зависит от содержания этого вещества и влияет 
на мутность смеси. Признаком, указывающим на то, что это вещество находится полностью в рас-
творeнном состоянии, будет служить отсутствие в системе «вода–АБСК» эффекта Тиндаля. Таким 
образом, путeм измерения величины светорассеяния или мутности этой системы, известного как 
нефелометрический метод [6], открывается возможность установить водорастворимость последней.

Материалы и методы. Для исследования использовали турбидиметр-нефелометр модели 2100Q 
фирмы HACH-LANGE (Германия), позволяющий определять величину в eдиницах мутности 
по формазину (ЕМФ, в международной транскрипции – NTU). Прибор дает возможность произ-
водить измерения в диапазоне 0–1000 NTU (ЕМФ), его калибровка до мутности 1000 NTU осу-
ществлялась по калибровочным стандартам StablCal 20, 100 и 800 NTU, LANGE. Использовали 
кюветы вместимостью 15 см3. В диапазоне 0–1000 NTU технические возможности прибора по-
зволяли производить измерения с точностью ± 2 %, воспроизводимость составляла ± 0,01 % 
NTU или ± 1 % от измеряемого значения. При мутности, превышающей 1000 NTU (ЕМФ), при-
меняли разбавление образца дистиллированной водой.

Для установления кода АБСК NANSA 117 по ТН ВЭД, используемой в составе моторных масел, 
предписывается проведение теста на ее водорастворимость в смеси с водой при 0,5 мас.% содер-
жании и выдержке без перемешивания в течение 60 мин при температуре 20,0 ± 0,2 °С. 

Результаты и их обсуждение. В эксперименте уже простого визуального наблюдения доста-
точно для того, чтобы констатировать при таком содержании АБСК образование в смеси колло-
идно-дисперсной системы, обусловленной дифильностью ее молекул, в которой вещество одно-
временно находится как в виде насыщенного раствора (молекулярно-дисперсном состоянии), так 
и в конденсированном (дисперсная фаза в виде мицелл), между которыми устанавливается дина-
мическое равновесие. Однако оно нарушается, но устанавливается новое, если к смеси добавить 
тот или другой компонент. Это позволяет путем последовательного разбавления определить кон-
центрацию, при которой возможно состояние АБСК только в виде истинного раствора, т. е. уста-
новить ее растворимость. 

Признаком перехода всего количества введенной АБСК в растворенное состояние является 
исчезновение светорассеяния. Применительно к исследуемому объекту это означает, что в смеси 
АБСК с водой в растворенном состоянии будет находиться то количество из общего ее содержа-
ния, которое не входит в структуру мицелл. 

Следовательно, необходимым и достаточным признаком, устанавливающим, что все внесен-
ное в растворитель вещество полностью диспергировалось до молекулярного состояния, являет-
ся оптическая однородность раствора. С появлением в нем светорассеяния, указывающего на 
образование фазового раздела между компонентами, утверждение, что все количество вещества 
находится в растворенном состоянии, неправомерно, поскольку имеет место образование ультра-
микрогетерогенной системы с границей раздела между растворителем и коллоидными частица-
ми вещества. Объективно такое образование проявляется через специфическое оптическое его 
свойство – способность к рассеиванию проходящего пучка света (эффект Тиндаля).

Интенсивность отклоненного (рассеянного) света Ir прямо пропорциональна концентрации 
части и описывается уравнением:

Ir = I0 k c или Ir / I0 = k с,

где I0 – интенсивность входящего пучка света; k – постоянная измерительного прибора; с – кон-
центрация вещества.

Таким образом, по мутности смеси (отношению Ir / I0) можно определить содержание в ней 
вещества. Для установления значений водорастворимости АБСК при уменьшении или увеличе-
нии ее содержания в смеси целесообразно начинать с концентрации, относящей это вещество 
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к категории «Почти не растворимо», т. е. 0,01 мас.% [4]. В случае обнаружения в ней светорассея-
ния этого будет достаточно для однозначного вывода о присутствии ассоциатов.

Образец для проведения нефелометрических измерений с этой концентрацией готовили 
из смеси АБСК с водой с массовой долей вещества 0,5 %, гомогенизированной путем обработки 
в диссольвере в течение 1 мин при 20 тыс. оборотов/мин. Образец с концентрацией 0,01 маc.% 
готовили из смеси АБСК NANSA 117 и дистиллированной воды путем разведения 2 мл с содер-
жанием 0,5 маc.% до объема 100 мл. Визуально он казался прозрачным, однако при нефеломе-
трических измерениях его мутность составила 17 единиц NTU, что, согласно [3, 4], не позволяет 
считать его истинным раствором.

С целью достижения полной растворимости АБСК применили последующее разбавление до со-
держания в смеси 0,005, 0025 и 0,001 маc.%, которые подвергались нефелометрированию.

Как видно из результатов измерений, мутность смесей АБСК с водой изменяется пропорцио-
нально ее массовому содержанию (рисунок) и не исчезает даже при 0,001 % (0,1 г на 10000 г рас-
творителя), что в 10 раз меньше значения концентрации, принятой для квалификации веществ 
по растворимости к самой низкой категории (0,01 % или 1 г на 10000 г растворителя). Таким обра-
зом, АБСК NANSA 117 не дает истинных растворов в воде, ее молекулы находятся в ассоцииро-
ванном состоянии при всех изученных концентрациях.

Выводы. Результаты исследования позволили разработать методику измерений растворимо-
сти (содержания) АБСК, используемых в производстве присадок для моторных масел. Методика 
позволяет в научных и производственных лабораториях определять содержание АБСК в смесях 
с водой и квалифицировать это вещество по критерию водорастворимости при присвоении соот-
ветствующего кода в ТН ВЭД. 

Зависимость мутности смесей АБСК от массового содержания ее в воде

Dependence of turbidity of ABSA mixtures on its mass content in water
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НАНОКОМПОЗИТЫ НА ОСНОВЕ АПАТИТНОГО ТРИКАЛЬЦИЙФОСФАТА 
И АУТОФИБРИНА

Аннотация. Методом осаждения при соотношении Ca/P 1,50, pH 9 и времени созревания от 30 мин до 7–14 сут 
получены нанокомпозиты в аутофибриновой матрице на основе апатитного трикальцийфосфата. Резорбируемость 
нанокомпозитов определялась составом кальцийфосфатов, которые при длительном созревании формировались 
в виде кальцийдефицитного гидроксиапатита при соотношении Ca/P 1,66, а в биополимерной матрице образовыва-
лись более растворимые формы кальцийфосфатов при соотношении Ca/P 1,53–1,59. Установлено, что фибриновый 
сгусток стабилизировал наряду с апатитным трикальцийфосфатом фазу аморфного фосфата кальция, которая после 
800 °С превращалась в резорбируемый α-трикальцийфосфат. Цитратная плазма затрудняла превращение апатитного 
трикальцийфосфата в стехиометрический гидроксиапатит, что также способствовало формированию после 800 °С 
резорбируемого β-трикальцийфосфата. Совокупное влияние времени созревания и биополимерной матрицы опреде-
ляло кальцийфосфатный состав, физико-химические и морфологические свойства нанокомпозитов и возможность 
управления их резорбируемостью.

Ключевые слова: нанокомпозит, апатитный трикальцийфосфат, гидроксиапатит, аморфный фосфат кальция, 
аутофибрин, резорбируемость
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NANOCOMPOSITES BASED ON APATITIC TRICALCIUM PHOSPHATE AND AUTOFIBRIN

Abstract. Nanocomposites based on apatitic tricalcium phosphate in an autofibrin matrix were obtained by precipitation 
at a Ca/P ratio of 1.50, pH 9 and a maturation time from 30 min to 7–14 days. The resorbability of nanocomposites was determined 
by the composition of calcium phosphates, which, during long-term maturation, formed as the calcium-deficient hydroxyapatite 
with a Ca/P ratio of 1.66, whereas biopolymer matrix favored the formation of more soluble calcium phosphates with a Ca/P 
ratio of 1.53–1.59. It was found that the fibrin clot stabilized, along with apatitic tricalcium phosphate, the phase of amorphous 
calcium phosphate, which after 800 °C was transformed into resorbable α-tricalcium phosphate. Citrated plasma inhibited 
the conversion of apatitic tricalcium phosphate into stoichiometric hydroxyapatite, which also facilitated the formation 
of resorbable β-tricalcium phosphate after 800 °C. The combined effect of the maturation time and the biopolymer matrix 
determined the composition, physicochemical and morphological properties of nanocomposites and the possibililty to control 
its extent of resorption.

Keywords: nanocomposite, apatitic tricalcium phosphate, hydroxyapatite, amorphous calcium phosphate, autofibrin, 
resorbability
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Введение. Гидроксиапатит (ГА) обладает уникальными свойствами, которые обусловливают 
его использование в биоматериалах, системах доставки лекарств, антибактериальных материа-
лах, каталитических системах, наполнителях полимерных матриц, сенсорных системах и адсор-
бентах [1]. Однако наиболее широкое применение ГА получил в качестве кальцийфосфатного 
компонента костных имплантатов с остеокондуктивными и остеоиндуктивными свойствами [1]. 
Состав аморфизированного ГА может меняться в широком диапазоне соотношений Ca/P 1,33–1,67, 
что соответствует формуле Ca10-х(HPO4)x(PO4)6-x(OH)2-x, 0 ≤ x < 2 [2]. Структура многих природ-
ных и синтетических ГА характеризуется присутствием катионных вакансий, поэтому данные 
апатиты относят к кальцийдефицитным в отличие от стехиометрического ГА Ca10(PO4)6(OH)2 
при соотношении Ca/P 1,67 [3]. Многообразие возможных составов кальцийдефицитных ГА обу-
словливает вариабельность параметров термической устойчивости и растворимости материалов 
на их основе [4]. Известно [5], что уменьшение соотношения Ca/P с 1,67 до 1,50 сопровождается 
снижением отношения параметров решетки a/c на 0,22 %. Подобное искажение решетки сопровож-
дается увеличением растворимости [6] и уменьшением термодинамической устойчивости ГА [7]; 
при Ca/P 1,67 экспериментальные значения параметров составляют: KПР~155 и ∆Hf = –13477 кДж/моль, 
а при Ca/P 1,50 – КПР~114 и ∆Hf = –12708 кДж/моль, что соответствует повышенной резорбируемо-
сти и реакционной способности кальцийдефицитных ГА по сравнению со стехиометрическим ГА.

Наиболее часто описываемым представителем кальцийдефицитных ГА является апатитный 
трикальцийфосфат (ТКФ) Ca9(HPO4)(PO4)5OH с Ca/P 1,50, который получают на промежуточ-
ных стадиях синтеза β-ТКФ Ca3(PO4)2 [8] либо в результате гидролиза α-ТКФ [9] и аморфного 
фосфата кальция (АФК) Ca9(PO4)6 ∙

 nH2O с Ca/P 1,50, где n = 3,0–4,5 [10]. Первое употребление 
термина “apatitic tricalcium phosphate” в научной публикации относят к 1982 г. [11], а в 1991 г. [12] 
данный термин соотнесли со структурной формулой Ca9(HPO4)(PO4)5OH. В англоязычной науч-
ной литературе данное наименование кальцийдефицитного ГА при соотношении Ca/P 1,50 при-
меняется достаточно широко, однако русскоязычный вариант термина «апатитный ТКФ» встре-
чается крайне редко [13].

Одним из способов модифицирования биоматериалов на основе ГА является их совместное 
применение с компонентами крови, например фибрином, которые широко применяют для лече-
ния ран и стимуляции заживления поврежденных мягких тканей [14]. Перспективным источни-
ком фибрина являются аутофибриновые клеи, такие как цитратная плазма, которые при акти- 
вации в течение нескольких минут формируют биосовместимую сетку аутофибрина [15, 16]. Со-
четание аутофибрина с наноразмерными частицами ГА способствует усилению остеогенных 
свойств аутофибрина [17] и стабилизации ГА имплантатов в костном дефекте в процессе остеосин-
теза [18]. Проведенные нами исследования [19, 20] доказали эффективность применения компози-
тов ГА/аутофибрин в риносептопластике. В наших предыдущих работах [21, 22] описаны физико- 
химические свойства композитов на основе ГА, осажденных в среде аутофибрина при pH 11. Уста-
новлено [22], что присутствие добавки биополимера в среде осаждения ГА с pH 11 способствует 
стабилизации включений АФК и отклонению состава ГА от стехиометрического [10]. Однако 
выдерживание образцов в сильнощелочной среде формирования стехиометрического ГА сопро-
вождалось частичным разрушением аутофибрина. Сохранение биополимерной матрицы в ком-
позитах можно обеспечить путем их осаждения при pH 9, что аналогично условиям получения 
апатитного ТКФ [8]. 

Цель данной работы – изучение физико-химических особенностей формирования и превра-
щения после 800 °С апатитного ТКФ в аутофибриновой матрице при pH 9, Ca/P 1,50 для разра-
ботки новых нанокомпозитов с регулируемой степенью резорбции.

Экспериментальная часть. Синтез образцов ТКФ осуществляли по известным методикам 
[3, 23] путем взаимодействия растворов 1,2 М CaCl2 (Sigma Aldrich) и 0,6 М (NH4)2HPO4 (Carl Roth) 
при соотношении Ca/P 1,50 и величине pH 9, создаваемой водным раствором аммиака. Гибридные 
композиты ТКФ осаждали в присутствии 0,3 г сгустка фибрина либо 4–24 об.% цитратной плаз-
мы. Источники аутофибрина (фибриновый сгусток либо цитратную плазму) получали из образ-
цов донорской крови мужчин 20–40 лет в соответствии со ст. 44 Закона о здравоохранении РБ. 
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Фибриновый сгусток выделяли путем многократного встряхивания свежей донорской крови с по-
следующим промыванием холодной дистиллированной водой; цитратную плазму получали сме-
шиванием 18 мл донорской крови с 2 мл 3,8 мас.% раствора цитрата натрия (антикоагулянта) 
и центрифугированием при 3000 об/мин в течение 15 мин; отбирали верхнюю фракцию.

Осадки ТКФ выделяли и промывали дистиллированной водой до pH 7,0–7,2 [24] в различных 
условиях: 1) ТКФ-0 выдерживали под маточным раствором в течение 30 мин и отфильтровыва-
ли; 2) ТКФ-1 и его композиты выдерживали под маточном раствором в течение 7 сут и промы- 
вали декантацией; 3) ТКФ-2, 3 и их композиты выдерживали под маточным раствором в течение 
7 сут (ТКФ-2) либо 14 сут (ТКФ-3) и промывали комбинированным методом, включающим фильт-
рование до pH~8 с последующей декантацией. Для идентификации методом рентгенофазового 
анализа (РФА), образцы высушивали при 60 °С и термообрабатывали при 800 °С.

Морфологию поверхности ксерогелей апатитных ТКФ и их композитов после высушивания 
при 60 °С исследовали на сканирующем электронном микроскопе (СЭМ) LEO 1420 (Carl Zeiss, Гер-
мания), на поверхность ксерогелей напыляли золото. Функционально-групповой состав ксерогелей 
исследовали методом ИК-спектроскопии пропускания на ИК-Фурье спектрометре Tensor-27 (Bruker, 
Германия) в диапазоне 4000–400 см–1 с использованием таблеток бромида калия (2 мг вещества 
на 800 мг бромида калия). Фазовый состав образцов определяли на дифрактометре ADVANCE D8 
(Bruker, Германия) при CuKα 1,5406 Å, обработку данных РФА осуществляли с использованием 
программного обеспечения Profex 4.2 [25] и базы данных COD v.210114.

Результаты исследований и их обсуждение. Известно [22], что в сильнощелочной среде 
с pH 11 фибриновый сгусток неустойчив и растворяется в течение суток, а при pH 9 время рас-
творения фибрина составляет 14 сут, что обеспечивает сохранение биополимерной матрицы в ком-
позитах. Осаждение ТКФ в матрице цитратной плазмы сопровождалось схватыванием осадка 
за счет формирования фибриновой сетки в объеме реакционной смеси [21]. Избыток биополиме-
ров цитратной плазмы постепенно удаляли из реакционной среды многократной декантацией, 
поэтому аутофибрин являлся основным биополимерным компонентом в композитах ТКФ / фибрин 
и ТКФ / цитратная плазма. Комбинированный метод выделения композитов ТКФ-2,3 методом 
фильтрования-декантации использовали для быстрого удаления ионов OH– из структуры геле-
образных осадков, а также для ускорения времени отмывания образцов до 2 нед. Для сравнения: 
выделение образцов ГА методом многократной декантации занимает около 2 мес за счет удержа-
ния маточного раствора в макропорах кальцийфосфатных гелей, что обусловливает медленное 
снижение pH и способствует дополнительному созреванию ГА [24].

Согласно данным СЭМ (рис. 1), ксерогели апатитных ТКФ представлены характерными агло-
мератами апатитов неправильной формы со множественными наночастицами до 100 нм. На по-
верхности ксерогеля ТКФ-0 (рис. 1, a) агломераты формировали наслоения за счет малого времени 
созревания в течение 30 мин и действия вакуумных сил в процессе фильтрования. Созревание 
ТКФ-2 в течение 7 сут (рис. 1, b) способствовало частичному сглаживанию наслоений агрегатов 
в сравнении с ТКФ-0, а увеличение времени созревания ТКФ-3 до 14 сут (рис. 1, c) способствова-
ло формированию ксерогелей с однородной микрогеометрией поверхности.

Микрогеометрия поверхности композитов ТКФ-2 / фибрин близка к индивидуальному ТКФ-2, 
однако присутствие фибринового сгустка способствовало формированию агрегированных апа-
титных наночастиц размером до 500 нм (рис. 1, d, агрегаты отмечены стрелками). На СЭМ-изо-
бражениях композитов с цитратной плазмой проявлялась биополимерная матрица (рис. 1, e, f, 
отмечено стрелками), а морфология поверхности композитов являлась более развитой по сравне-
нию с ТКФ-2 и ТКФ-2/фибрин за счет влияния поверхностно-активных компонентов цитратной 
плазмы. В случае ксерогеля ТКФ-2/цитратная плазма (рис. 1, e) наблюдались дискретные домены 
зернистых апатитных агрегатов размером до 3 мкм и гладкой матрицы цитратной плазмы, а на по-
верхности ТКФ-3/цитратная плазма (рис. 1, f ) биополимерная и апатитная составляющие распре-
делены в виде наслоений и выступов размером от 300 нм. Соответственно морфология поверх-
ности ксерогелей апатитных ТКФ определялась не только временем созревания кальцийфосфа-
тов и способом выделения, но и присутствием цитратной плазмы в среде осаждения. Развитый 
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рельеф поверхности композитов ТКФ/цитратная плазма может указывать на их остеоиндуктив-
ные свойства, поскольку дифференциация остеобластов и остеокластов активнее происходит на по-
верхности ГА с большим числом выступов и шероховатостей [26].

На ИК-спектрах ТКФ и его композитов после высушивания при 60 °С (рис. 2) наблюдались 
полосы при 3200–3600 и 1660 см–1 адсорбированной и структурной воды, а также характеристи-
ческие полосы ГА: колебаний O–P–O при 1090, 1040, 956, 603, 566, 472 см–1 и колебаний O–H при 
3570, 633 см–1. Характеристические полосы ГА, особенно при 3570, 633 см–1 колебаний O–H, на 
ИК-спектрах ТКФ-0 (рис. 2, кривая 1) и композитов (рис. 2, кривые 3–5, 8, 10, 11) обладали пони-
женной разрешенностью. Наблюдаемая аморфизация композитов с цитратной плазмой может 
свидетельствовать о наложении полос колебаний биополимера, наиболее интенсивные из кото-
рых соответствуют амиду I, II в области при 1700–1500 см–1 (рис. 2, кривые 4, 5, 8, 10, 11, отме- 
чены стрелками). Причем интенсивность полос амида I, II увеличивалась при повышении содер-
жания цитратной плазмы до 24 об.%. Отсутствие полос амида I, II на ИК-спектрах композитов 
с фибрином (рис. 2, кривые 3, 7), возможно, обусловлено конформационным переходом фибрино-
вых макромолекул от α-спиралей до β-листов [27], движущей силой которого может быть растя-
жение сгустка фибрина при формировании в нем кальцийфосфатов.

На ИК-спектре ТКФ-0 (рис. 2, кривая 1) плечо полосы при 870 см–1 соответствует колебаниям 
P–O(H) ионов HPO4

2– в структуре апатитного ТКФ. В отличие от ТКФ со временем созревания 
30 мин, на ИК-спектрах ТКФ-1,2,3 (рис. 2, кривые 2–11) со временем созревания 7–14 сут наблюда-
лись полосы в области при 1550–1420 см–1 и при 876 см–1 колебаний карбонатного O–C–O, кото-
рые свидетельствуют об инкорпорации карбонат-ионов из щелочного раствора [28]. ИК-спектры 
индивидуальных ТКФ-1,2,3 и их композитов с фибрином (рис. 2, кривые 2, 3, 6, 7, 9) содержали 

                                a                                                                   b                                                                   c

                                d                                                                   e                                                                   f

Рис. 1. СЭМ-изображения поверхностей ТКФ-0 (a), ТКФ-2 (b), ТКФ-3 (c), ТКФ-2 / фибрин (d), ТКФ-2 / цитратная 
плазма (e), ТКФ-3 / цитратная плазма ( f )

Fig. 1. SEM images of surface of TCP-0 (a), TCP-2 (b), TCP-3 (c), TCP-2 / fibrin (d), TCP-2 / citrated plasma (e), 
TCP-3 / citrated plasma ( f )
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полосу при 1550 см–1, свидетельствующую о карбонатном замещении OH–-ионов в структуре 
апатитного ТКФ (А-тип замещения), которое протекает наряду с замещением PO4

3–-ионов (Б-тип 
замещения). Данный факт, по-видимому, связан со слабощелочной средой формирования апа-
титного ТКФ, в которой растворенные ионы OH– и CO3

2– присутствуют в сопоставимых концен-
трациях. Соответственно наблюдаемое замещение по смешанному АБ-типу обусловлено кине-
тическими факторами, а именно доступностью анионных вакансий VOH в структуре апатитного 
ТКФ [29] и относительно невысокой интенсивностью протекания конкурирующей реакции вне-
дрения OH–-ионов. Для сравнения: в структуре ГА при pH 11 преобладает Б-тип карбонатного 
замещения [28], что связано с уменьшением свободной энергии решетки ГА за счет замещения 
тетраэдров PO4

3–-ионов плоскими CO3
2–-ионами.

Согласно данным РФА, ксерогели ТКФ после высушивания при 60 °С представлены аморфи-
зированным ГА. Размер кристаллитов ТКФ-0 со временем созревания 30 мин составлял 6,61 нм 
вдоль грани (1 0 0) и 16,22 нм вдоль грани (0 0 1) (табл. 1). Созревание осадка ТКФ-1 под маточ-
ным раствором в течение 7 сут способствовало увеличению кристалличности формирующегося 
апатита на 35 % вдоль обеих граней по сравнению с ТКФ-0. Влияние биополимерных матриц 
обусловливало аморфизацию ТКФ-1 на 16–18 % вдоль грани (1 0 0) и на 6–17 % вдоль грани (0 0 1). 
В присутствии фибринового сгустка аморфизация апатита сопровождалась незначительным вы-
тягиванием кристаллитов вдоль грани (1 0 0), а матрица цитратной плазмы способствовала сни-
жению кристалличности вдоль обеих граней на 17–18 %.

Созревание ТКФ-3 в течение 14 сут способствовало вытягиванию апатитных кристаллитов 
вдоль грани (0 0 1) на 20 % по сравнению с ТКФ-0 (табл. 1). Формирование наиболее аморфизиро-
ванного апатита в условиях комбинированного метода выделения ТКФ-3, по сравнению с ТКФ-1, 

Рис. 2. ИК-спектры ксерогелей после 60 °С: 1 – ТКФ-0; 2 – ТКФ-1; 3 – ТКФ-1 / фибрин; 4, 5 – ТКФ-1 / 4 об.% цитратная 
плазма; 6 – ТКФ-2; 7 – ТКФ-2 / фибрин; 8 – ТКФ-2 / 24 об.% цитратная плазма; 9 – ТКФ-3; 10, 11 – ТКФ-3 / 24 об.% 

цитратная плазма

Fig. 2. FTIR spectra of the xerogels after 60 °С: 1 – TCP-0; 2 – TCP-1; 3 – TCP-1 / fibrin; 4, 5 – TCP-1 / 4 vol.% citrated plasma; 
6 – TCP-2; 7 – TCP-2 / fibrin; 8 – TCP-2 / 24 vol.% citrated plasma; 9 – TCP-3; 10, 11 – TCP-3 / 24 vol.% citrated plasma

Т а б л и ц а  1.  Расчетные кристаллографические параметры ГА после 60 °С 

T a b l e  1.  Calculated crystallographic parameters of HA after 60 °С

Серия Биополимерная матрица
Размер кристаллитов, нм Параметры решетки, Å

(1 0 0) (0 0 1) a C

ТКФ-0 – 6,91 16,22 9,461 6,875

ТКФ-1
– 9,03 22,15 9,440 6,876

Фибрин 7,48 20,90 9,445 6,870
4 об.% цитратная плазма 7,33 18,30 9,444 6,876

ТКФ-3
– 6,92 19,40 9,441 6,871

24 об.% цитратная плазма 6,89 23,00 9,461 6,876
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может быть связано с быстрым удалением ионов Ca2+ и OH–, ответственных за дополнительное 
созревание ГА в условиях декантации. В композитах ТКФ-3/цитратная плазма влияние биополи-
мера способствовало вытягиванию кристаллитов вдоль грани (0 0 1) с увеличением их размера 
до 19 %. Данные табл. 1 указывают на зависимость формы кристаллитов апатитного ТКФ не только 
от времени созревания и способа выделения, но и от действия биополимерной матрицы. Относитель-
ные вариации параметров кристаллической решетки апатитного ТКФ не превышали 2 % (табл. 1), 
что может свидетельствовать о незначительном искажении апатитовой решетки в различных усло-
виях выделения и в присутствии биополимерной матрицы.

Фазовый состав и Ca/P соотношение аморфизированных апатитов оценивали по их термиче-
ским превращениям после 800 °С [2, 3]. По данным РФА, образец ТКФ-0 после 800 °С (рис. 3, 
кривая 1) представлен однофазным β-ТКФ (табл. 2), который кристаллизовался из апатитного 
ТКФ в соответствии с реакцией разложения кальцийдефицитных ГА:

 Ca10–x(HPO4)x(PO4)6–x(OH)2–x → (1–x) Ca10(PO4)6(OH)2 + 3x β-Ca3(PO4)2, (1)

где параметр нестехиометричности 0 < x ≤ 1, который для апатитного ТКФ с Ca/P 1,50 составляет 
1,00. Формулу кальцийдефицитного ГА Ca10–x(HPO4)x(PO4)6–x(OH)2–x можно представить в виде твер-
дого раствора апатитного ТКФ со стехиометрическим ГА xCa9HPO4(PO4)5OH ∙ (1–x)Ca10(PO4)6(OH)2. 
В таком случае x соответствует мольной доле апатитного ТКФ в твердом растворе и позволяет 
оценивать степень превращения апатитного ТКФ в стехиометрический ГА, а его изменение Δx сви-
детельствует об ускорении (Δx > 0) либо затруднении (Δx < 0) данного превращения. Известно [30], 
что условия получения ТКФ-0 при малом времени созревания 30 мин способствуют частичной 
стабилизации АФК в структуре апатитного ТКФ. При температуре ~650 °С фаза АФК кристалли-
зуется в метастабильный α-ТКФ, согласно уравнению реакции (2), который после 800 °С превра-
щается в β-ТКФ.

 Ca9(PO4)6 ∙ nH2O → 3 α–Ca3(PO4)2 + nH2O, n = 3,0–4,5. (2)

Предположительно повышенная аморфизация ТКФ-0 в сравнении с ТКФ-1,2,3 обусловлена 
именно стабилизацией фазы АФК в его структуре.

Индивидуальный ТКФ-1 и его композит с фибрином после 800 °С (рис. 3, кривые 2, 3) пред-
ставлены преимущественно смесью ГА и α-ТКФ с небольшим содержанием β-ТКФ. Кристаллиза-
ция включений АФК, согласно уравнению реакции (2), обусловливает присутствие α-ТКФ, который 
стабилизируется относительно аллотропного превращения при 800 °С за счет основной фазы ГА. 

α/β – модификации ТКФ; ● – ГА

Рис. 3. Дифрактограммы образцов после 800 °С: 1 – ТКФ-0; 2 – ТКФ-1; 3 – ТКФ-1 / фибрин; 4, 5 – ТКФ-1 / 4 об.% цитратная 
плазма; 6 – ТКФ-2; 7 – ТКФ-2 / фибрин; 8 – ТКФ-2 / 24 об.% цитратная плазма; 9 – ТКФ-3; 10, 11 – ТКФ-3 / 24 об.% 

цитратная плазма

Fig. 3. XRD patterns of the samples after calcination at 800 °С: 1 – TCP-0; 2 – TCP-1; 3 – TCP-1 / fibrin; 4, 5 – TCP-1 / 4 vol.% 
citrated plasma; 6 – TCP-2; 7 – TCP-2 / fibrin; 8 – TCP-2 / 24 vol.% citrated plasma; 9 – TCP-3; 10, 11 – TCP-3 / 24 vol.% 

citrated plasma
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Образование смеси ГА / β-ТКФ после 800 °С является следствием термического превращения 
кальцийдефицитного ГА с x < 1,00, согласно уравнению реакции (1). Совокупность данных о со-
ставе трехкомпонентных смесей на основе ГА, α/β-ТКФ после 800 °С позволило оценить пара-
метр x и содержание АФК в апатитном ТКФ (табл. 2), а также отношение Ca/P нанокомпозитов.

Созревание ТКФ-1 под маточным раствором в течение 7 сут сопровождалось увеличением 
его соотношения Ca/P до 1,59 (табл. 2) по сравнению с ТКФ-0, что свидетельствует о нестабиль-
ности апатитного ТКФ относительно превращения в стехиометрический ГА. В отсутствие избы-
точных ионов Ca2+, превращение апатитного ТКФ происходило путем растворения–осаждения 
[3] в соответствии с уравнением реакции (3):

 10Ca9HPO4(PO4)5OH + 14OH–→9Ca10(PO4)6(OH)2 + 6HPO4
2–+4H2O. (3)

По-видимому, движущей силой реакции (3) является повышенная термодинамическая устой-
чивость стехиометрического ГА по сравнению с апатитным ТКФ [6]. Влияние фибринового 
сгустка в композите ТКФ-1 способствовало ускорению превращения (3) на Δx = 0,13 и стабили-
зации включений АФК (табл. 2). Соответственно фибриновая матрица стабилизировала АФК и за-
трудняла его превращение в апатит, что ранее наблюдалось в композитах ГА/фибрин при pH 11 [20]. 
В случае цитратной плазмы установлены два варианта влияния биополимера на фазовый состав 
ТКФ: 1) стабилизация 45,4 мас.% АФК при незначительном формировании апатитного ТКФ 
на Δx = 0,03; 2) отсутствие включений АФК при значительном увеличении количества апатит- 
ного ТКФ на Δx = 0,63. Стабилизация АФК в присутствии фибрина либо цитратной плазмы, 
по-видимому, аналогична таковой в присутствии других биополимеров [31], а затруднение пре-
вращения (3) обусловлено ограничением диффузии ионов Ca2+ под действием полианионов ци-
тратной плазмы [21]. Предположительно, именно условия осаждения (pH 9, Ca/P 1,50, время со-
зревания 7–14 сут) определяли диапазон возможных значений Ca/P от 1,56 до 1,59 формирую-
щихся кальцийфосфатов, что объясняет выраженное проявление одного из вариантов влияния 
цитратной плазмы – затруднение превращения апатитного ТКФ в стехиометрический ГА либо 
стабилизация АФК.

Образцы на основе ТКФ-2, которые после 7 сут созревания выделяли комбинированным ме-
тодом фильтрования-декантации, после 800 °С представлены преимущественно смесью ГА и β-ТКФ 
(рис. 3, кривые 6–8). Небольшое содержание фазы α-ТКФ в составе ТКФ-2 и его композитов после 
800°С может быть обусловлено ее полиморфным превращением в присутствии β-ТКФ, как и в слу-
чае ТКФ-0 (рис. 3, кривая 1). Результаты предварительной оценки составов ТКФ-2 и ТКФ-2 / фибрин 
до термообработки свидетельствуют о формировании ГА с параметром x = 0,80 и Ca/P 1,53 (табл. 2), 
а в ТКФ-2 / цитратная плазма параметр x составил 0,52. Уменьшение отношения Ca/P от 1,59 
для ТКФ-1 до 1,53 для ТКФ-2 при одинаковом времени созревания кальцийфосфатов в течение 

Т а б л и ц а  2.  Фазовый состав кальцийфосфатов до и после термообработки при 800 °С

T a b l e  2.  Phase composition of the calcium phosphates before and after calcination at 800 °С

Серия Биополимерная матрица Параметр x, 60 °С

Содержание фаз, мас.%

Отношение Ca/P60 °С 800 °С

АФК α-ТКФ β-ТКФ

ТКФ-0 – 1,00 0,0 0,0 100,0 1,50

ТКФ-1

– 0,15 37,3 35,9 9,0 1,59
Фибрин 0,02 48,4 46,5 1,1 1,58

6 об.% цитратная плазма
0,18 45,4 44,0 9,4 1,57
0,65 1,0 1,0 62,8 1,56

ТКФ-2
– 0,80 1,0 1,0 78,0 1,53

Фибрин 0,81 1,0 0,0 80,3 1,53
24 об.% цитратная плазма 0,52 1,4 1,4 49,5 1,58

ТКФ-3
– 0,04 2,9 2,7 3,2 1,66

24 об.% цитратная плазма
0,38 14,5 14,1 31,4 1,59
0,66 0,0 0,0 64,6 1,56
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7 сут обусловлено фильтрованием ТКФ-2 и удалением маточного раствора из объема макропор 
гелеобразного осадка, что предотвращает возможность дополнительного созревания ГА. Соот-
ветственно в условиях комбинированного выделения ТКФ-2 его отношение Ca/P определялось 
преимущественно временем созревания, что позволяет оценить зависимость степени превраще-
ния апатитного ТКФ в стехиометрический ГА от времени его созревания.

Дифрактограммы индивидуального ТКФ-3 после 800 °С (рис. 3, кривая 9) представлены пре-
имущественно рефлексами ГА при соотношении Ca/P 1,66, а композиты с цитратной плазмой 
дополнительно содержали α/β-ТКФ (рис. 3, кривые 9–11) при соотношении Ca/P 1,56–1,59. 
До термообработки ТКФ-3 представлен фазой ГА с минимальным содержанием апатитного ТКФ 
с параметром x = 0,04 при соотношении Ca/P 1,66 (табл. 2) в течение 14 сут созревания ТКФ-3. 
В 24 об.% цитратной плазмы формирование ТКФ-3 определялось двумя вариантами влияния 
биополимера: 1) стабилизация 14,5 мас.% АФК при затруднении превращения (3) на Δx = 0,34; 
2) отсутствие фазы АФК при значительном увеличении количества апатитного ТКФ на Δx = 0,62. 
Установлено, что влияние цитратной плазмы на формирование кальцийфосфатов изменяется не-
значительно при увеличении ее содержания от 4 до 24 об.%. Соответственно фазовый состав 
и соотношение Ca/P нанокомпозитов определялись преимущественно условиями осаждения и вы-
деления кальцийфосфатов, при этом биополимерная матрица (фибрин, цитратная плазма) обеспе-
чивала возможность управления количеством включений АФК и степенью превращения апатит-
ного ТКФ в стехиометрический ГА.

Выводы. Установлены физико-химические особенности формирования апатитного трикаль-
цийфосфата в аутофибриновой матрице при соотношении Ca/P 1,50, pH 9 и времени созревания 
от 30 мин до 7–14 сут. В отсутствие биополимерной матрицы созревание апатитного трикаль-
цийфосфата Ca9HPO4(PO4)5OH в течение 7–14 сут сопровождалось увеличением соотношения 
Ca/P до 1,53–1,66 за счет частичного превращения в стехиометрический гидроксиапатит. В нано-
композитах фибриновый сгусток способствовал формированию до 48,4 мас.% включений аморф-
ного фосфата кальция, а цитратная плазма затрудняла превращение апатитного трикальций- 
фосфата в стехиометрический гидроксиапатит, о чем свидетельствовало увеличение содержания 
β-трикальцийфосфата в нанокомпозитах после 800 °С. Созревание нанокомпозитов в течение 
7–14 сут способствовало уменьшению их растворимости при увеличении соотношения Ca/P  
до 1,53–1,59. Полученные нанокомпозиты перспективны при разработке гибридных скаффолдов 
для костно-тканевой инженерии с остеоинтеграционными свойствами и управляемой резорби-
руемостью.
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СИНТЕЗ И СВОЙСТВА АМИДОВ, ИМИДОВ И ИМИДОАМИДОВ 
МАЛЕОПИМАРОВОЙ КИСЛОТЫ С АРИЛИЗОКСАЗОЛЬНЫМ 

И ХИНОЛИНОВЫМ ФРАГМЕНТАМИ 

Аннотация. Разработан метод синтеза N-(5-арилизоксазол-3-ил)амидов малеопимаровой кислоты взаимодействием 
хлорангидрида малеопимаровой кислоты и 3-амино-5-фенил(4-метилфенил)изоксазолов. На основе полученных ами-
дов синтезированы N’-бутил-, N’-(2-гидроксиэтил)имиды N-(5-арилизоксазол-3-ил)амидов малеопимаровой кислоты. 
Взаимодействием малеопимаровой кислоты и 8-аминохинолина в кипящем толуоле впервые синтезирован гетеро-
циклический имид – N-(хинолин-8-ил)имид малеопимаровой кислоты с выходом 97,1 %. Установлено, что при кипя-
чении в толуоле 8-аминохинолина и канифольно-малеинового аддукта, получаемого обработкой смоляных кислот 
канифоли малеиновым ангидридом и содержащего не менее 50 % малеопимаровой кислоты, также происходит образо-
вание N-(хинолин-8-ил)имида малеопимаровой кислоты с выходом 52,5 % (в расчете на массу канифольно-малеинового 
аддукта). Методами ИК- и ЯМР 1Н спектроскопии и масс-спектрометрии показано, что N-(хинолин-8-ил)имид малео-
пимаровой кислоты представляет собой смесь двух диастереомерных атропоизомеров в соотношении 1:0,40. Произ-
ведена оценка биологической активности ряда полученных соединений. Установлено, что N-(5-(4-метилфенил)изок-
сазолил-3)амид малеопимаровой кислоты обладает закручивающей способностью (26,0 мкм-1) и может быть исполь-
зован в качестве хиральной добавки к нематической ЖК-матрице для получения хиральных ЖК-композиций.

Ключевые слова: малеопимаровая кислота, изоксазол, хинолин, амид, имид, имидоамид, смоляная кислота, 
биоцид, хиральный допант
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SYNTHESIS AND PROPERTIES OF MALEOPIMARIC ACID AMIDES, IMIDES 
AND IMIDOAMIDES WITH ARYLISOXAZOLE AND QUINOLINE FRAGMENTS

Abstracts. The method for maleopimaric acid N-(5-arylisoxazol-3-yl)amides synthesis has been developed by reaction 
of maleopimaric acid chloride with 3-amine-5-phenyl(4-methylphenyl)isoxazoles. N’-butyl-, N’-(2-hydroxyethyl)imides 
of maleopimaric acid N-(5-arylisoxazol-3-yl)amides were prepared. Heterocyclic imide – maleopimaric acid N-(quinolin-8-yl)
imide was prepared by reaction of maleopimaric acid and 8-aminoquinoline in toluene at reflux in 97.1 % yield. It was established 
that refluxing of toluene solution of 8-aminoquinoline and maleated rosin, prepared by treatment of rosin with maleic anhydride 
and containing at least 50 % of maleopimaric acid, leads to the formation of maleopimaric acid N-(quinolin-8-yl)imide in 52.5 % 
yield (based on weight of maleated rosin). It was found by the methods of IR-, 1H NMR spectroscopy and mass-spectrometry 
that maleopimaric acid N-(quinolin-8-yl)imide consists of two diastereomeric atropisomers at 1:0.40 ratio. The biological properties 
of the prepared compounds were studied. It was established that maleopimaric acid N-(5-(4-methylphenyl)isoxazol-3-yl)amide 
possesses rotatory power (26 mkm-1) and may be used as chiral dopant to nematic LC for preparation of chiral LC-compositions.

Keywords: maleopimaric acid, isoxazole, quinoline, amide, imide, imidoamide, rosin acid, biocide, chiral dopant
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Введение. Из азотсодержащих производных малеопимаровой кислоты (доступного терпе- 
ноидного продукта, получаемого на основе возобновляемого лесохимического сырья – канифоли) 
известны в основном алифатические, ароматические и циклоалифатические амиды, имиды и ими-
доамиды [1–5]. Описаны отдельные представители гетероциклических амидов малеопимаровой 
кислоты, содержащие пиперазиновый и морфолиновый фрагменты [6], замещенные пиразолы [7], 
имидазол [8] с выраженной иммуномодулирующей, антимикробной и фунгицидной активностью. 
Были получены N-(1-нафтил-, хинолин-8-ил)имиды метиловых эфиров малеопимаровой кисло-
ты и исследованы кинетические параметры взаимопревращения атропоизомеров этих соедине-
ний [9]. С использованием разработанного нами ранее [10] аллилового эфира малеопимаровой 
кислоты получены 4,5-дигидроизоксазолсодержащие производные малеопимаровой кислоты, про-
являющие антимикробную и фунгицидную активность [11].

Цель настоящей работы – синтез новых гетероциклических производных малеопимаровой 
кислоты: N-(5-арилизоксазол-3-ил)амидов 3 а, б, N’-имидов-N-(5-арилизоксазол-3-ил)амидов 5 а–г 
и N-(хинолин-8-ил)имида 8, оценка антимикробной и фунгицидной активности, термической ста-
бильности и закручивающей способности (по отношению к нематическим ЖК) ряда синтезиро-
ванных соединений.

Методы исследований. Синтез целевых амидов малеопимаровой кислоты 3 а, б осущест-
вляли ацилированием изоксазолсодержащих аминов 2 а, б хлорангидридом малеопимаровой 
кислоты 1. Взаимодействие хлорангидрида 1 и 3-амино-5-арилизоксазолов 2 а, б в тетрагидро-
фуране с триэтиламином в качестве акцептора хлороводорода при 18–20 °C в течение 10 ч и по-
следующая обработка привела к образованию смеси, содержащей до 70 % целевых амидов 3 а, б. 
Увеличение продолжительности (до 50 ч) и температуры реакции (до 45–50 °С) позволяет повы-
сить выход амидов 3 а, б до 90 %. Попытки получить амиды 3 а, б в индивидуальном виде путем 
перекристаллизации реакционных продуктов из ацетона, гексана, тетрагидрофурана, бензола и то-
луола, а также смесей органических растворителей не увенчались успехом ввиду их высокой рас-
творимости. Индивидуальные амиды 3 а, б были выделены методом колоночной хроматографии.

Синтезированы имиды N-(5-арилизоксазол-3-ил)амидов малеопимаровой кислоты 5 а–г, моди-
фицированные N-бутиламином и моноэтаноламином по ангидридной группе. Синтез целевых ими-
дов 5 а–г проводили взаимодействием амидов 3 а, б с бутиламином 4 а и моноэтаноламином 4 б 
кипячением в бензоле в течение 25–30 ч. Индивидуальные N’-бутилимиды и N’-гидроксиэтил- 
имиды N-(5-арилизоксазол-3-ил)амидов малеопимаровой кислоты 5 а–г были выделены мето-
дом колоночной хроматографии с выходами 85–90 %.

Образование амидов 3 а, б подтверждается отсутствием в ИК-спектрах полос поглощения 
хлорангидридной группы (С=О)Cl 1781 см–1 и появлением полосы поглощения амидной группы 
(C=O)N в области 1690, 1630 см–1, при этом полосы поглощения С=О связи ангидридной группы 
(1840, 1780 см-1) сохраняются. В спектрах ЯМР 1Н синтезированных соединений присутствуют 
сигналы как фрагмента малеопимаровой кислоты, так и 5-арилизоксазолов. Образование ими-
дов 5 а–г подтверждено исчезновением в ИК-спектрах полос поглощения С=О связи ангидридной 
группы в области 1840, 1780 см–1 и появлением интенсивной полосы поглощения C=О имидной 
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группы в области 1690 см–1. В спектрах ЯМР 1Н полученных продуктов сохранялись сигналы фраг-
ментов исходных амидов и дополнительно появлялись сигналы NСН2СН2 группы (3,38–3,63 м.д.) 
и бутильной группы (0,86–0,88 м.д. (т, СН3), 3,06–3,32 м.д. (т, NCH2)).

Взаимодействием малеопимаровой кислоты 6 и 8-аминохинолина 7 в кипящем толуоле в те-
чение 35 ч впервые синтезирован гетероциклический имид − N-(хинолин-8-ил)имид малеопима-
ровой кислоты 8 с выходом 97,1 % в виде смеси атропоизомеров.

Установлено, что при кипячении канифольно-малеинового аддукта (образуется при взаимо-
действия канифоли и малеинового ангидрида при 180–200 °С) и 8-аминохинолина в толуоле в те-
чение 24 ч также происходит образование продукта, содержащего преимущественно имид 8. 
Из полученного раствора в толуоле при стоянии при 18−20 °С выделяется индивидуальный имид 8 
в виде смеси двух атропоизомеров в соотношении 1:0,40 (данные ЯМР 1Н) с выходом 52,5 % (в рас-
чете на массу канифольно-малеинового аддукта).

Строение имида 8 доказано данными ИК-, ЯМР 1Н спектроскопии, масс-спектрометрическим 
определением молекулярной массы, элементным анализом. В ИК-спектре полученного имида 8 
исчезают характерные полосы поглощения С=О связи ангидридной группы 1790 и 1840 см–1 и воз-
никают полосы 1720, 1668 см–1 [(C=O)N], характерные для циклических имидов. Масс-спектральный 
анализ полученного продукта показал наличие вещества с m/z 527, что доказывает отщепление 
молекулы Н2О в ходе реакции. В спектре ЯМР 1Н продукта присутствуют сигналы двух струк-
турно близких соединений в соотношении 1:0,40. Из полученных данных, а также данных рабо-
ты [9] следует, что конечный продукт представляет собой смесь двух диастереомерных атропо- 
изомеров (изомеров вращения), что связано с высоким барьером вращения вокруг С−Nимид-связи.

Совместно с кафедрой микробиологии биологического факультета Белорусского государ-
ственного университета произведена оценка биологической активности полученных соединений. 
Среди изоксазолсодержащих амидов и имидоамидов малеопимаровой кислоты наибольший инте-
рес представляет N’-(2-гидроксиэтил)имид-N-(5-фенилизоксазол-3-ил)амида малеопимаровой кис-
лоты 5 б, проявляющий в отличие от известных ранее амидов и имидов малеопимаровой кислоты 
антимикробную активность как в отношении ряда грамположительных (Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus saprophyticus, Bacillus subtilis, Sarcina lutea), так и ряда грамотрицательных 
(Escherichia coli, Serratia marcessens, Pantoea agglomerans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 
putida) бактерий в концентрациях 100 мкг/мл и выше, что делает указанное соединение перспек-
тивным для дальнейших исследований. Установлено, что изоксазолсодержащие амиды 3 а, б 
и имидоамиды 5 а–г обладают невысокими фунгицидными свойствами (до 35 %) для исследован-
ных штаммов грибов (Penicillum Levidum, Botritis Cineria, Alternaria Alterate, Fusarium Oxysporum, 
Trichoderma Viridae, Aspergillus Niger и Mucor sp.). Синтезированные производные 3 а, б, 5 а–г ма-
леопимаровой кислоты могут также представлять интерес для исследований их медико-биоло-
гических характеристик, в частности иммуномодулирующих и гепатопротекторных свойств [6]. 

Использование ЖК-устройств в промышленности требует создания строгоупорядоченных струк-
тур жидкокристаллических материалов с заданной ориентацией. С этой целью используются 
ориентирующие добавки [12]. Совместно с лабораторией материалов и технологий ЖК-устройств 
Института химии новых материалов (ИХНМ) НАН Беларуси была исследована возможность 
использования N-(5-(4-метилфенил)изоксазолил-3)амида малеопимаровой кислоты 3 б в каче-
стве хиральной добавки к нематической жидкокристаллической матрице ЖК 1285 (состав, мас.%: 
5-пропил-2-(п-цианофенил)пиридин (20), 5-пентил-2-(п-цианофенил)пиридин (30), п-этоксифени-
ловый эфир п-бутилбензойной кислоты (25), п-этоксифениловый эфир п-гексилбензойной кисло-
ты (15), 5-(п-пентилфенил)-2-(п-цианофенил)пиридин (10)) и определена сила кручения методом 
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клина Кано [12]. Установлено, что амид 3 б обладает закручивающей способностью 26,0 мкм–1, что 
находится на уровне добавок применяемых в промышленности при производстве ЖК-устройств.

Методом дериватографии произведена оценка термической устойчивости N-5-(4-метилфе-
нил)изоксазолил-3-амида 3 б и N-(хинолин-8-ил)имида 8. Установлено, что изоксазолсодержащий 
амид 3 б начинает разлагаться с заметной скоростью при 285 ºC, а N-(хинолин-8-ил)имид МПК 8 – 
при 364 °С, что на 79 °C выше температуры начала разложения исходной малеопимаровой кис-
лоты (285 °С).

Экспериментальная часть. ИК-спектры соединений записаны на ИК-Фурье спектрометре 
Bruker Tensor 27 в таблетках KBr. Спектры ЯМР 1Н сняты на спектрометре AVANCE 500 (500 МГц 
для 1Н) для растворов в СDCl3 (3 a, б, 5 а, в, г, 8), ДМСО-d6 (5 б, 8), химические сдвиги определя-
ли относительно остаточного сигнала растворителя (2,50 м.д. в 1Н для ДМСО-d6, 7,27 м.д. в 1Н 
для СDCl3). Масс-спектры соединений получены на масс-спектрометре Accela с масс-детектором 
LCQ Fleet в режиме химической ионизации (APCI) с детектированием положительных ионов. 
Элементный анализ выполнен на приборе VARIO Micro Cube CHNS-анализатор. Температуры 
плавления определяли на приборе OptiMelt Stanford Research Systems MPA 100. 

Протекание реакции контролировали методом ТСХ на пластинах с силикагелем 60 F254 
(Merck Art. 7734). 

Термические свойства N-5-(4-метилфенил)изоксазолил-3-амида 3 б и N-(хинолин-8-ил)имида 8 
изучали на дериватографе системы Paulik–Paulik–Erdey в среде аргона с линейной скоростью 
подъема температуры 5 град/мин. Навески соединений составляли 100 мг (ДТА 1/10, ДТГ 1/10).

Исходные малеопимаровую кислоту 6 и ее хлорангидрид 1 получали по методике [13], 3-амино- 
5-арилизоксазолы 2 а, б – по ранее разработанной методике [14]. Канифольно-малеиновый аддукт 
получен взаимодействием сосновой живичной канифоли (1000 г) и малеинового ангидрида (200 г) 
в среде аргона при 180−200 °С в течение 8 ч.

Изоксазолсодержащие амиды малеопимаровой кислоты (3 а, б) (общая методика).
Метод А. К раствору 1 г (2,39 ммоль) хлорангидрида малеопимаровой кислоты 1 в 10 мл тетра-

гидрофурана прикапывали раствор 2,51 ммоль амина 2 а или 2 б и 350 мкл (2,51 ммоль) триэтил-
амина в 5 мл тетрагидрофурана. Реакционную смесь перемешивали в течение 10 ч при 18–20 °С. 
Ход реакции контролировали методом ТСХ. По окончании реакции растворитель отгоняли на 
роторном испарителе, к остатку добавляли 25 мл CHCl3 и 25 мл 10 % HCl и перемешивали в те-
чение 1 ч при 18–20 °С. Органический слой отделяли, промывали 3 раза по 20 мл H2O, сушили 
над Na2SO4, растворитель удаляли. Индивидуальные амиды 3 а, б из реакционного продукта 
выделяли методом колоночной хроматографии на Silicagel 60, элюент – гексан–ацетон, 3:2. Вы-
ход 0,93 г (71,8 %) амид 3 а, 0,94 г (70,8 %) амид 3 б.

Метод Б. К раствору 1 г (2,31 ммоль) хлорангидрида малеопимаровой кислоты 1 в 10 мл тетра-
гидрофурана прикапывали раствор 2,51 ммоль амина 2 а или 2 б и 350 мкл (2,51 моль) триэтил- 
амина в 5 мл тетрагидрофурана. Реакционную смесь перемешивали в течение 50 ч при 45–50 °С. 
Ход реакции контролировали методом ТСХ. По окончании реакции смесь обрабатывали анало-
гично предыдущему опыту. Выход 1,17 г (90,3 %) амид 3 а, 1,19 г (89,6 %) амид 3 б.

N-(5-фенилизоксазол-3-ил)амид малеопимаровой кислоты (3 а). Т. пл. 128–130 °С. Спектр 
ЯМР 1Н (δ, м.д.): 0,65 с (3H, С20H3), 0,94 м (1Н), 1,00 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 1,02 д (3H, (CH3)2CH, 
J 7 Гц), 1,24 м (1Н), 1,33 с (3Н, С18Н3), 1,34–1,90 м (11Н), 2,26 септет (1H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 
2,52 м (1Н, C7Heq), 2,72 д (1Н, C15H, J 8,5 Гц), 3,01 дд (1Н, C16H, J 8,5 Гц, 3 Гц,), 3,12 уш. с (1Н, С12Н), 
5,53 с (1Н, С14Н), 7,35 с (1Наром), 7,49 м (3Наром), 7,80 м (2Наром), 8,78 уш. с (1Н, NH). ИК-спектр, см–1: 
1839, 1778 [(C=O)О], 1684, 1619 [(C=O)N], 1577, 1531, 1476, 1232, 1087. Найдено, %: С 73,63; Н 7,29; 
N 5,45. C33H38N2O5. Вычислено, %: C 73,40; H 7,06; N 5,16. Масс-спектр, m/z: 543 [М ++1].

N-(5-(4-метифенил)изоксазол-3-ил)амид малеопимаровой кислоты (3 б). Т. пл. 131–133 °С. 
Спектр ЯМР 1Н (δ, м.д.): 0,63 с (3H, С20H3), 0,98 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 1,02 д (3H, (CH3)2CH, 
J 7 Гц), 1,20 м (1Н), 1,26 м (1Н), 1,31 с (3Н, С18Н3), 1,34–1,90 м (11Н), 2,25 септет (1H, (CH3)2CH, 
J 7 Гц), 2,45 c (CH3Ar), 2,51 м (1Н, C7Heq), 2,66 д (1Н, C15H, J 8,5 Гц), 3,01 дд (1Н, C16H, 8,5 Гц, J 3 Гц,), 
3,09 уш. с (1Н, С12Н), 5,52 с (1Н, С14Н), 7,30 м (3Наром), 7,80 д (2Наром, J 8 Гц), 9,10 уш. с (1Н, NH). 
ИК-спектр, см–1: 1842, 1779 [(C=O)О], 1690, 1622 [(C=O)N], 1540, 1471, 1230, 1086. Найдено, %: 
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С 73,63; Н 9,29; N 2,79. C34H40N2O5. Вычислено, %: C 73,36; H 7,24; N 5,03. Масс-спектр, m/z: 
557 [М ++1].

N-замещенные имиды изоксазолсодержащие амидов МПК (5 а–г) (общая методика). Рас-
твор 0,50 ммоль амида 3 а, б и 0,60 ммоль бутиламина или этаноламина в 5 мл бензола кипяти- 
ли с обратным холодильником 16 ч. По окончании реакции смесь охлаждали до 18–20 °C, добав-
ляли 10 мл бензола. Полученный раствор промывали 2 раза по 5 мл 10 %-ным раствором HCl, 
3 раза по 10 мл воды до нейтральной реакции. Органическую фазу отделяли, сушили над CaCl2. 
Растворитель отгоняли при пониженном давлении, полученный продукт выдерживали в вакуу-
ме (1 мм рт. ст.) при температуре 60 °C в течение 1 ч.

Индивидуальные имидоамиды 5 а–г выделяли методом колоночной хроматографии на Silicagel 60, 
элюент – гексан–ацетон, 3:2.

N’-бутилимид-N-(5-фенилизоксазол-3-ил)амида малеопимаровой кислоты (5 а). Выход 
0,26 г (86 %), т. пл. 144–145 °C. Спектр ЯМР 1Н (δ, м.д.): 0,65 с (3H, С20H3), 0,88 т (3Н, (СН2)2СН3, 
J 7 Гц), 0,94 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 0,97 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 1,14 м (2Н), 1,31 с (3Н, С18Н3), 
1,34–1,84 м (15Н), 2,18 септет (1H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 2,37 д (1Н, C15H, J 8,5 Гц), 2,53 м (1Н, C7Heq), 
2,74 дд (1Н, C16H, J 8 Гц, 3 Гц,), 3,06 уш. с (1Н, С12Н), 3,32 т (2Н, NCH2), 5,39 с (1Н, С14Н), 7,37 с (1Наром), 
7,48 м (3Наром), 7,80 д (2Наром, J 6 Гц), 8,85 уш. с (1Н, NH). ИК-спектр, см–1: 1769, 1697 [(C=O)N]имид, 
1577 [(C=O)N]амид, 1467, 1403. Найдено, %: С 74,58; Н 7,61; N 7,21. C37H47N3O4. Вычислено, %: 
C 74,34; H 7,92; N 7,03. Масс-спектр, m/z: 598 [М ++1].

N’-(2-гидроксиэтил)имид-N-(5-фенилизоксазол-3-ил)амида малеопимаровой кислоты (5 б). 
Выход 0,26 г (90 %), т. пл. 167–169 °C. Спектр ЯМР 1Н (δ, м.д.): 0,55 с (3H, С20H3), 0,85 д (3H, (CH3)2CH, 
J 7 Гц), 0,90 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 1,05 м (1Н), 1,10 м (1Н), 1,15 с (3Н, С18Н3), 1,40–1,95 м (11Н), 
2,08 септет (1H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 2,35 м (1Н, C7Heq), 2,47 д (1Н, C15H, J 8 Гц), 2,50 дд (1Н, C16H, J 
8 Гц, 3 Гц), 2,88 уш. с (1Н, С12Н), 3,38 м (4Н, NCH2CH2), 4,77 уш. с (1Н, ОН), 5,34 с (1Н, С14Н), 7,37 
с (1Наром), 7,51 м (3Наром), 7,88 д (2Наром, J 8 Гц), 10,60 уш. с (1Н, NH). ИК-спектр, см–1: 1767, 1693 
[(C=O)N]имид, 1622 [(C=O)N]амид, 1541, 1440, 1165, 803. Найдено, %: С 71,20; Н 7,35; N 7,54. 
C35H43N3O5. Вычислено, %: C 71,77; H 7,40; N 7,17. Масс-спектр, m/z: 586 [М ++1].

N’-бутилимид-N-(5-(4-метифенил)изоксазол-3-ил)амида малеопимаровой кислоты (5 в). 
Выход 0,26 г (85 %), т. пл. 149–151 °C. Спектр ЯМР 1Н (δ, м.д.): 0,63 с (3H, С20H3), 0,86 т (3Н, (СН2)2СН3, 
J 7 Гц), 0,92 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 0,96 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 1,20 м (2Н), 1,30 с (3Н, С18Н3), 
1,32–1,90 м (15Н), 2,17 септет (1H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 2,36 д (1Н, C15H, J 8,5 Гц), 2,41 c (3H, CH3Cаром), 
2,52 м (1Н, C7Heq), 2,74 дд (1Н, C16H, J 8,5 Гц, 3 Гц,), 3,04 уш. с (1Н, С12Н), 3,06 т (2Н, NCH2), 
5,38 с (1Н, С14Н), 7,27 м (3Наром), 7,68 д (2Наром, J 8 Гц), 8,65 уш. с (1Н, NH). ИК-спектр, см–1: 
1768, 1697 [(C=O)N]имид, 1622 [(C=O)N]амид, 1541, 1189, 1019, 946, 802. Найдено, %: С 74,89; Н 8,57; 
N 6,34. C38H49N3O4. Вычислено, %: C 74,60; H 8,07; N 6,87. Масс-спектр, m/z: 612 [М ++1].

N’-(2-гидроксиэтил)имид-N-(5-(4-метифенил)изоксазол-3-ил)амида малеопимаровой кис-
лоты (5 г). Выход 0,27 г (90 %), т. пл. 168–170 °C. Спектр ЯМР 1Н (δ, м.д.): 0,64 с (3H, С20H3), 
0,94 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 0,98 д (3H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 1,20 м (1Н), 1,23 м (1Н), 1,31 с (3Н, С18Н3), 
1,32–1,90 м (11Н), 2,18 септет (1H, (CH3)2CH, J 7 Гц), 2,42 c (CH3Cаром), 2,45 д (1Н, C15H, J 8,5 Гц), 
2,53 м (1Н, C7Heq), 2,79 дд (1Н, C16H, J 8,5 Гц, 3 Гц,), 3,04 уш. с (1Н, С12Н), 3,57 м, 3,63 м (4Н, 
NCH2CH2), 5,41 с (1Н, С14Н), 7,30 д (2Наром, J 8 Гц), 7,37 с (1Наром), 7,68 д (2Наром, J 8 Гц), 8,34 уш. 
с (1Н, NH). ИК-спектр, см–1: 1769, 1697 [(C=O)N]имид, 1622 [(C=O)N]амид, 1541, 1469, 1404, 1190, 1139. 
Найдено, %: С 72,38; Н 7,84; N 7,43. C36H45N3O5. Вычислено, %: C 72,09; H 7,56; N 7,01. Масс-
спектр, m/z: 600 [М ++1].

N-(хинолин-8-ил)имид малеопимаровой кислоты (8).
Метод А. Раствор 5 г (12,5 ммоль) малеопимаровой кислоты 6 и 2 г (13,8 ммоль) 8-аминохино-

лина 7 в 25 мл толуола кипятили с обратным холодильником 35 ч. Реакционную смесь оставляли 
на 72 ч при 18–20 °С, выпавший осадок отфильтровывали, промывали 2 раза по 10 мл толуола, 
сушили на воздухе 48 ч. Выход 97,1 % (6,40 г), т. пл. 364–366 °С.

Метод Б. Раствор 10 г канифольно-малеинового аддукта, 2,5 г (17,2 ммоль) 8-аминохинолина 7 
в 25 мл толуола кипятили с обратным холодильником 30 ч. К реакционной смеси добавляли еще 
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15 мл толуола и оставляли на 48 ч при 18–20 °С. Выпавший осадок имида отфильтровывали, 
промывали 2 раза по 10 мл толуола. Выход 52,5 мас. % в расчете на КМА (5,25 г), т. пл. 364–366 °С.

Спектр ЯМР 1Н (ДМСО-d6), δ, м.д. (смесь двух ротомеров в соотношении 1/0,40, приведен 
спектр основного изомера): 0,60 с (3H, С20H3), 0,92 м (2Н), 1,00 д, 1,02 д (6H, (CH3)2CH, J 6,5 Гц), 
1,06 с (3Н, С18Н3), 1,18 м (2Н), 1,39−1,72 м (10Н), 2,14 септет (1H, (CH3)2CH), 2,41 м (1Н, С7Нeq), 
2,93 д (1Н, С15Н, J 8 Гц), 3,02 уш. с (1Н, C12H), 3,23 дд (1Н, С16Н, J 8 Гц, 3 Гц), 5,61 с (1Н, С14Н), 
7,28 м (1H, Наром ), 7,61 м (1H, Наром ), 7,70 м (1H, Наром ), 8,11 дд (1H, Наром, J 8 Гц, 1 Гц), 8,46 дд (1H, Наром, 
J 8 Гц, 1 Гц), 8,88 дд (1H, Наром, J 5 Гц, 2 Гц). ИК-спектр, см–1: 3450, 2960, 1720, 1668, 1512, 1475, 
1405, 1253, 1193. Масс-спектр, m/z: 527 [М ++1]. Найдено, %: С 75,37; Н 7,51; N 5,04. C33H38N2O4. 
Вычислено, %: C 75,26; H 7,27; N 5,32.
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СИНТЕЗ ПИРИМИДИНОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ НА ОСНОВЕ ХАЛКОНОВ 
И ИХ ПРОТИВОМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ

Аннотация. Синтезирован ряд замещенных халконов и пиримидиновых производных на их основе. Исследована 
противомикробная активность полученных соединений, а также их способность усиливать действие существующих 
противомикробных средств. Синтезированные на основе халконов пиримидиновые производные обладают антибак-
териальной и противомикробной активностью, а также способны усиливать противомикробную активность суще-
ствующих препаратов.
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SYNTHESIS OF CHALCONE-BASED PYRIMIDINE DERIVATIVES 
AND THEIR ANTIMICROBIAL ACTIVITY

Abstract. A series of substituted chalcones and pyrimidine derivatives on their base was synthesized. Obtained compounds 
were tested for antimicrobial activity and ability to increase activity of known antimicrobial substances. Pyrimidine products 
shown good activity against Staphylococcus aureus and Candida tropicalis. These compounds also could increase activity 
of modified polyguanidines against Staphylococcus aureus.
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Введение. В последнее время прослеживается тенденция к расширению исследований раз-
личных природных соединений. Такие вещества, как правило, обладают биологической актив-
ностью различного вида, что обуславливает их применение во многих сферах жизнедеятельности 
человека. Существует потребность в разработке новых веществ с антибактериальной активностью, 
которая вызвана появлением штаммов бактерий, устойчивых к существующим лекарственным 
и дезинфицирующим средствам. Новые соединения могут использоваться как самостоятельные 
противомикробные средства, так и в качестве добавок к существующим препаратам. Для этих 
целей подходят халконы – природные α,β-ненасыщенные карбонильные соединения, относящи-
еся к классу флавоноидов. Как и другие соединения этой группы, халконы проявляют широкий 
спектр биологической активности [1, 2], а простота синтеза и высокая реакционная способность 
делает их перспективными исходными веществами для синтеза новых лекарственных препара-
тов. Исследования по синтезу новых халконов ведутся как в направлении введения в состав хал-
кона различных заместителей [3, 4], в том числе и фармакофорных групп, так и в направлении 
синтеза из халконов новых веществ, прежде всего гетероциклических производных [5–7]. 1

Азотсодержащие гетероциклические вещества широко распространены среди природных про-
дуктов и обладают широким спектром биологической активности. Одним из таких веществ является 
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пиримидин, широко встречающийся в живой природе и проявляющий разнообразную биологиче-
скую активность [8]. Можно ожидать, что пиримидиновые производные, полученные из халконов, 
будут обладать увеличенной противомикробной активностью по сравнению с исходными халконами.

 Цель настоящей работы – получение новых халконов, синтез из них пиримидиновых произ-
водных и изучение противомикробной активности полученных веществ.

Результаты и их обсуждение. Среди описанных в литературе способов синтеза халконов 
наиболее простым при выполнении и не требующим дорогих реагентов и катализаторов оказался 
синтез халконов по реакции Кляйзена–Шмидта. Был осуществлен синтез халконов с различны-
ми заместителями по методике [9]. Смесь соответствующих бензальдегида, ацетофенона и гид-
роксида натрия перемешивали в этаноле при комнатной температуре в течение 2 ч (рис. 1). Вы-
ходы халконов 1–4 составили 51–78 %.

Полученные халконы использовали в синтезе замещенных пиримидинов путем циклизации 
халконов с гидрохлоридом гуанидина. Были использованы условия реакции, описанные в статье [10]. 
Во взаимодействие с халконом 2 вводили 1,5-кратный избыток гидрохлорида гуанидина и 4,5-крат-
ный избыток твердого NaOH в этаноле (рис. 2, а). Смесь кипятили в течение 9 ч, а превращение 
халкона контролировали с помощью ТСХ. Выход продукта 5 составил 70 %. При взаимодей-
ствии халконов 3 и 4 с гидрохлоридом гуанидина при указанных выше условиях образовыва-
лись соответствующие дигидропиримидины 6, 7 (рис. 2, b) с выходами 75 и 67 % соответственно. 

Полученные халконы и их пиримидиновые производные были исследованы на наличие анти-
бактериальной и противогрибковой активности. В качестве тест-культур использовали грибы 
Aspergillus niger, Penicillium sp., Candida tropicalis и бактерии Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus 
aureus ATCC 6538. На первом этапе исследовали способность халконов 1–4 усиливать противо-
микробное действие известных антибиотиков – стрептомицина и цефотаксима. Было обнаруже-
но, что ни один из халконов не усиливает антибактериальную активность антибиотиков.

На втором этапе исследовали противомикробную активность пиримидина 5 и дигидропири-
мидинов 6, 7. Было показано, что все образцы обладают антибактериальной и противогрибковой 
активностью (табл. 1). Наиболее чувствительными к исследуемым образцам оказались бактерии 

Рис. 1. Схема синтеза халконов по реакции Кляйзена–Шмидта

Fig. 1. Scheme of chalcones synthesis via Claisen-Shmidt reaction

Рис. 2. Взаимодействие халконов 2–4 с гидрохлоридом гуанидина

Fig. 2. Interaction of chalcones 2–4 with guanidine hydrochloride
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Staphylococcus aureus ATCC 6538 и дрожжи Candida tropicalis. Далее изучали синергическое дей-
ствие данных соединений при совместном использовании с другими противомикробными пре-
паратами – модифицированным полигексаметиленгуанидином (ПГМГ), ампициллином, хлорам-
фениколом, тетрациклином, цефалексином. Было показано, что пиримидиновые производные 5–7 
обладают небольшим эффектом усиления противомикробных свойств исследуемых препаратов 
(табл. 2). Данный эффект зависит от типа препарата и вида тест-организмов, тем не менее наи-
большим эффектом для большинства культур обладали дигидропиримидины 6 и 7.

Т а б л и ц а  1.  Результаты исследования противомикробной активности 
пиримидиновых производных халконов

T a b l e  1.  Results of antimicrobial activity evaluation of chalcone-based pyrimidines

Тест-микроорганизм
Диаметр зон ингибирования роста для различных веществ, мм

5 6 7 DMSO

Penicillium sp. 0 0 11 0
Aspergillus niger 0 0 0 0
C. tropicalis 19 15 16 0
E.coli ATCC 8739 21 13 14 0
Staphylococcus aureus ATCC 6538 34 30 29 0

Т а б л и ц а  2.  Результаты оценки синергического влияния пиримидиновых производных 
на противомикробные препараты (диффузионный метод)

T a b l e  2.  Results of synergetic activity evaluation of synthesized pyrimidines 
on known antimicrobial substances (by diffusion method)

Диаметр зон ингибирования роста, мм

Вещество Amp Chl Ttc Cef ПГМГ К – нет антимикробного 
агента

E. coli ATCC 8739
5 17 0 13 16 11 0
6 17 0 12 15 13 0
7 17 0 0 17 12 0

К – нет халкона 16 12 11 14 0
Staphylococcus aureus ATCC 6538

5 11 14 0 0 19 0
6 11 18 13 0 16 0
7 12 18 12 12 15 11

К – нет халкона 22 15 16 13 14
Aspergillus niger

5 – – – – 17 0
6 – – – – 16 0
7 – – – – 14 0

К – нет халкона – – – – 0
Penicillium sp.

5 – – – – 16 0
6 – – – – 22 16
7 – – – – 22 20

К – нет халкона – – – – 12
C. tropicalis

5 – – – – 16 11
6 – – – – 16 11
7 – – – – 16 12

К – нет халкона – – – – 0

П р и м е ч а н и е.  Amp – Ампициллин, Chl – Хлорамфеникол, Ttc – Тетрациклин, Cef – Цефалексин.
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Выявленное усиление действия противомикробных препаратов дополнительно оценивали 
суспензионным способом. Полученные результаты подтвердили наличие эффекта усиления про-
тивомикробных свойств модифицированного ПГМГ при совместном культивировании с раство-
рами пиримидиновых производных. Наилучшие результаты были получены для тест-культуры 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 и соединения 7 (табл. 3).

Т а б л и ц а  3.  Результаты оценки синергического влияния полученных пиримидиновых производных 
на противомикробные препараты (суспензионный метод)

T a b l e  3.  Evaluation of synergetic activity of synthesized pyrimidines on known antimicrobial substances 
(by suspension method)

Концентрация жизнеспособных клеток S. aureus ATCC 6538 при высеве из разведений, КОЕ/мл
FR

100 10–1 10–2 10–3 10–4 10–5

Положительный контроль (К+) – – – 1,7×107 – 2,6×107 –
ПГМГ (0,0005 %) газон – 3,3×105 – – – 1,9
5 (0,005 %) газон – 1,7×105 – – – 2,2
6 (0,005 %) 9,8×103 – 2,4×104 – – – 3,0
7 (0,005 %) 7,7×103 – 8,4×103 – – – 3,5
5 (0,005 %) + ПГМГ (0,0005 %) 3,4×104 – 2,6×104 – – – 2,9
6 (0,005 %) + ПГМГ (0,0005 %) 4,7×103 – 5,0×103 – – – 3,7
7 (0,005 %) + ПГМГ (0,0005 %) 4,5×102 – – – – – 4,7

Экспериментальная часть. Использованные в работе реактивы и растворители имели ква-
лификацию «ч.» и «ч. д. а.». Спектры ЯМР 1Н и 13С записаны на спектрометре BrukerАvance-500 
в СDCl3, DMSO-d6, внутренний стандарт – ТМС, рабочая частота 500 МГц для 1Н и 125 МГц 
для 13С. ИК-спектры записаны в таблетке из KBr на ИК-Фурье спектрометре Bruker Tensor-27. Тем-
пературы плавления определяли с помощью прибора MPA100 OptiMelt. Тонкослойную хромато-
графию проводили на пластинках Kieselgel 60F 254 (Merck) в системе этилацетат : гексан, 1 : 2.

(E)-1-(4-нитрофенил)-3-(2,4-диметоксифенил)проп-2-ен-1-он 1. В 50-мл колбу вносили 
1,06 г (6,4 ммоль) 1-(4-нитрофенил)этанона, 1,06 г (6,4 ммоль) 2,4-диметоксибензальдегида, 0,26 г 
(6,4 ммоль) гидроксида натрия и 30 мл этилового спирта. Смесь перемешивали при комнатной 
температуре в течение 2 ч (контроль по ТСХ). Образовавшуюся суспензию выливали в 80 мл ле-
дяной воды и нейтрализовывали разбавленной соляной кислотой. Выпавший осадок отфильтро-
вывали на стеклянном фильтре, промывали водой, этиловым спиртом и снова водой. Полученный 
продукт использовали далее без дополнительной очистки. Выход 1,55 г (77,5 %) – желтый поро-
шок, т. пл. = 176,1–177,7 °С. Спектр ЯМР 1Н, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 3,876 с (3H, OMe), 3,932 с (3H, OMe), 
6,669 д (2H, HAr), 7,794 д (1H, С=CH), 7,971 д (1H, HAr), 8,061 д (1H, С=CH), 8,321 д (2H, HAr), 
8,383 д (2H, HAr); Спектр ЯМР 13С, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 56,11, 56,41 (OMe), 98,79, 107,06, 116,14, 
119,22 (CAr), 124,33 (C=C), 130,12, 131,04, 140,84 (CAr), 143,45 (C=C), 150,12, 160,80, 164,13 (CAr), 
188,69 (C=O). ИК-спектр, KBr (ῡ, см–1): 3111,71 сл (СAr –Н), 3004,81 сл (=С–Н), 2842,68 сл (OMe), 
1657,48 с (С=О), 1605,12 с (С=С–СО), 1587,36 с, 1562,01 с, 1522,35 с (фенил), 1507,11 ср (N–O), 
1454,97 ср δ(CH–O), 1443,12 ср (фенил), 1342,82 с (N–O), 1312,19 с, 1295,05 c (=C–H), 1258,62 
с (СAr–OMe), 1217,75 с, 1193,57 ср (CAr–H), 1108,28 сл, 1041,35 с, 1024,65 с, 1010,66 ср (CAr–H), 
988,39 ср (=C–H), 875,40 сл, 851,85 с (CAr–H), 837,16 с (Ar–NO2).

(2E)-1-(4-нитрофенил)-3-(2,6-диметилфенил)проп-2-ен-1-он 2. В 50-мл колбу вносили 1,17 г 
(7,1 ммоль) 1-(4-нитрофенил)этанона, 0,95 г (7,1 ммоль) 2,6-диметилбензальдегида, 0,384 г (9,6 ммоль) 
гидроксида натрия и 30 мл этилового спирта. Смесь перемешивали при комнатной температуре 
в течение 2 ч (контроль по ТСХ). Реакционную смесь выливали в 80 мл ледяной воды и нейтра-
лизовывали разбавленной соляной кислотой. Выпавший осадок отфильтровывали на стеклянном 
фильтре, промывали водой, этанолом и снова водой. Полученный сырой продукт сушили на воз-
духе и перекристаллизовывали из 21 мл этанола. Выход 1,21 г (60,5 %) – оранжевый порошок, 
т. пл. = 113,2–115,4 °С. Спектр ЯМР 1Н, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 2,407 с (6H, 2CH3), 7,162 д (2H, HAr), 
7,219 м (1H, HAr), 7,446 д (1H, С=CH), 7,919 д (1H, С=CH), 8,311 д (2H, HAr), 8,386 д (2H, HAr). 
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Спектр ЯМР13С, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 21,30 (2CH3), 124,41 (C=C), 128,05, 128,81, 129,28, 130,42, 134,28, 
137,39 (CAr), 142,13 (C=C), 150,35 (CAr), 189,10 (C=O). ИК-спектр, KBr (ῡ, см–1): 3105,07 сл (=С–Н), 2964, 
23 сл (СН3), 1661,40 с (С=О), 1585,59 с (С=С–СО), 1520,83 с (N–O), 1467,34 ср (CH3), 1382,94 сл (CH3), 
1343,88 с (N–O), 1195,30 ср, 1172,11 ср, 1107,50 сл, 1026,38 ср, 1009,40 ср (CAr–H), 853,12 с, 776,62 ср, 
698,90 ср (CAr–H).

(2E)-1-(2-бромофенил)-3-(2,4-диметоксифенил)проп-2-ен-1-он 3. В 50-мл колбу вносили 
1,15 г (5,76 ммоль) 1-(2-бромофенил)этанона, 0,96 г (5,76 ммоль) 2,4-диметоксибензальдегида, 
0,34 г (8.5 ммоль) гидроксида натрия и 25 мл этилового спирта. Смесь перемешивали при ком-
натной температуре в течение 2 ч (контроль по ТСХ). Реакционную смесь выливали в 10 мл воды 
и нейтрализовывали разбавленной соляной кислотой. Выпавший осадок отфильтровывали на 
стеклянном фильтре, промывали водой, этиловым спиртом и снова водой. Полученный сырой 
продукт сушили на воздухе и перекристаллизовывали из 17 мл этанола. Выход 1,50 г (75,0 %) – 
желтые кристаллы, т. пл. = 92,1–92,6 °С. Спектр ЯМР 1Н, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 3,841 с (3Н, ОМе), 
3,849 с (3Н, ОМе), 6,621 дд (1Н, HAr), 6,640 д (1Н, НАr), 7,110 д (1Н, С=CН), 7,456 дд (1Н, НАr), 
7,481 м (1Н, НАr), 7,499 д (1Н, НАr), 7,526 дд (1Н, НАr), 7,566 д (1Н, С=CН), 7,753 дд (2Н, НАr). 
Спектр ЯМР 13С, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 56,09, 56,38 (ОМе), 98,85, 107,03, 115,71 (CAr), 119,04 (C=C), 
124,05, 128,27, 129,43, 131,09, 132,02, 133,55 (СAr), 141,73 (C=C), 141,99, 160,46, 164,02 (CAr), 194,77 (С=О). 
ИК-спектр, KBr (ῡ, см–1): 3043,67 сл (С–Н)Ar, 3004,63 сл (=С–Н), 2964,51 сл (OС–Н), 2831,06 сл (OС–Н), 
1625,44 с (С=О), 1589,08 оч.с (С=С–СО), 1505,36 ср, 1465,82 ср (фенил), 1452,33 ср, 1336,77 сл. (CH–O), 
1293,99 с (=C–H), 1278,40 оч. с, 1253,12 оч. с (CAr–OMe), 1172,59 ср, 1121,88 сл, 1099,63 с, 1029,29 с (CAr–H), 
986,98 ср, 874,33 сл, 827,43 ср, 759,49 ср, 743,70 сл (CAr–H), 591,37 ср (C–Br).

(2E)-1-(2-бромофенил)-3-(2,6-диметилфенил)проп-2-ен-1-он 4. В 50-мл колбу вносили 
0,86 мл (6,35 ммоль) 1-(2-бромофенил)этанона, 0,85 г (6,35 ммоль) 2,6-диметилбензальдегида, 
0,37 г (9,4 ммоль) гидроксида натрия и 20 мл этилового спирта. Смесь перемешивали при ком-
натной температуре в течение 2 ч (контроль по ТСХ). Реакционную смесь выливали в 50 мл 
воды и нейтрализовывали разбавленной соляной кислотой. Выпавший осадок отфильтровывали 
на стеклянном фильтре и промывали водой. Полученный сырой продукт перекристаллизовывали 
из 2 мл этанола. Выход 1,02 г (51,0 %) – бежевый порошок, т. пл. = 52,1–53,3 °С. Спектр ЯМР 1Н, 
ДМСО-d6 (δ, м.д.): 2,313 с (6Н, 2СН3), 6,753 д (1Н, С=CH), 7,3115 д (2Н, НАr), 7,185 м (1H, HAr), 
7,455 с (1Н, НАr), 7,489 с (1Н, НАr), 7,565 дд (2Н, НАr), 7,773 д (1Н, С=СН). Спектр ЯМР 13С, 
ДМСО-d6 (δ, м.д.): 21,14 (2СН3), 118,97 (С=С), 128,38, 128,81, 129,40, 129,55, 132,16, 132,37, 133,58, 
137,01 (CAr), 141,00 (С=С), 145,88 (CAr), 194,95 (С=О). ИК-спектр, KBr (ῡ, см–1): 2918,10 сл (С–Н)Ar, 
1654,67 с (С=С–СО), 1619.47 с (С=О), 1588,36 ср, 1464,63 ср (фенил), 1426,57 ср (CAr–CH3), 1378,05 сл 
(CAr–CH3), 1289,62 с (=C–H), 1248,98 ср, 1161,25 сл, 1121,16 сл, 1100,83 ср, 1025,19 ср (CAr–H), 
989,16 ср (=C–H), 785,16 ср, 771,30 ср, 759,60 ср, 736,49 ср, 657,43 сл (CAr–H), 615,28 ср (C–Br).

4-(2,6-диметилфенил)-6-(4-нитрофенил)пиримидин-2-амин 5. В 50-мл колбу вносили 
0,30 г (1,07 ммоль) халкона 2, 0,15 г (1,6 ммоль) гидрохлорида гуанидина, 0,19 г (4,8 ммоль) гид-
роксида натрия и 10 мл этанола. Смесь кипятили 7 ч (контроль по ТСХ), выливали в ледяную 
воду и нейтрализовывали разбавленной соляной кислотой. Выпавший осадок отфильтровывали 
на стеклянном фильтре, промывали водой, этиловым спиртом и сушили на воздухе, затем – 20 мин 
при 100 °С. Дополнительную очистку продукта не проводили. Выход 0,24 г (70,2 %) – оранжевый 
порошок, т. пл. = 115,2 °С, разл. Спектр ЯМР 1Н, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 2,138 м (6H, 2CH3), 2,198 с (NH2), 
6,861 д (1H, HAr), 6,951 д(1H, HAr), 7,153 д (2H, HAr), 7,230 д (1H, HAr), 8,270 д (1H, HAr), 8,364 т 
(1H, HAr), 8,422 с (1H, H-hetAr). Спектр ЯМР 13С, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 20,17 (CH3), 123,02, 124,29, 
127,83, 128,35, 12,.65, 134,99, 164,65 (CAr). ИК-спектр, KBr (ῡ, см–1): 3387,38 ср (NH2), 2921,54 сл (OС–Н), 
1601,15 с (фенил, NH2), 1518,41 с, 1465,43 ср (фенил), 1339,41 с (CAr –NH2), 1176,84 сл, 1108,58 сл, 
1031,93 сл, 967,76 сл (CAr–H), 854,48 ср (CAr–H), 744,09 оч. с (NH2), 521,89 сл (C–Br).

4-(2-бромофенил)-6-(2,4-диметоксифенил)-1,6-дигидрпопиримидин-2-амин 6. В 25-мл колбу 
вносили 0,35 г (1,00 ммоль) халкона 3, 0,14 г (1,5 ммоль) гидрохлорида гуанидина, 0,18 г (4,5 ммоль) 
гидроксида натрия и 10 мл этанола. Смесь кипятили 9 ч (контроль по ТСХ), выливали в ледяную 
воду и нейтрализовывали разбавленной соляной кислотой. Выпавший осадок отфильтровывали 
на фильтре Шотта, промывали водой, этиловым спиртом и снова водой, сушили на воздухе. До-
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полнительную очистку продукта не проводили. Выход 0,29 г (75,1 %) – светло-бежевый поро-
шок, т. пл. = 88,4–88,8 °С. Спектр ЯМР 1Н, CDCl3 (δ, м.д.): 3,854 с (3H, OMe), 3,865 с (3H, OMe), 
5,545 с (2Н, NH2), 6,504 д (1H, HAr), 6,566 дд(1H, HAr), 7,160 тд (1H, H-hetAr), 7,289 д (1H, HAr), 
7,448 дд (1H, HAr), 7,547 д (1H, HAr), 7,600 д (1H, HAr). Спектр ЯМР 13С, CDCl3(δ, м.д.): 48,39, 
55,39 (OMe), 98,68, 104,24, 122,22, 124,65, 127,25, 128,91 (CAr), 129,26 (C-H hetAr), 130,53, 133,07 (CAr), 
152,57 (C-N hetAr), 157,38 (CAr), 160,55 (C-N hetAr).

4-(2-бромофенил)-6-(2,6-диметилфенил)-1,6-дигидрпопиримидин-2-амин 7. В 25-мл колбу 
вносили 0,32 г (1,02 ммоль) соединения 4, 0,14 г (1,5 ммоль) гидрохлорида гуанидина, 0,18 г (4,55 ммоль) 
гидроксида натрия и 10 мл этанола. Смесь кипятили 9 ч (контроль по ТСХ), выливали в ледяную 
воду и нейтрализовывали разбавленным раствором HCl. Выпавший осадок отфильтровывали 
на фильтре Шотта, промывали водой, этанолом и снова водой, сушили на воздухе, затем – 20 мин 
при 100 °С. Дополнительную очистку продукта не проводили. Выход 0,24 г (66,8 %) – корич- 
невые кристаллы, т. пл. = 95,5 °С, разл. Спектр ЯМР 1Н, ДМСО–d6 (δ, м.д.): 2,129 с (1H, NH), 
2,466 с (6H, 2CH3), 4,549 д (1H, CH), 5,880 д (1H, С=CH), 7,036 д (2H, HAr), 7,064 д (1H, HAr), 7,190 д 
(1H, HAr), 7,339 д (1H, HAr), 7,399 д (1H, HAr), 7,566 д (1H, HAr). Спектр ЯМР 13С, ДМСО-d6 (δ, м.д.): 
20,51 (CH3), 51,54 (CH), 99,01 (=CH), 121,62, 127,38, 127,68, 127,79, 129,21, 129,75, 130,96, 133,13, 
140,56, 154,24 (CAr).

Биологические испытания. Диффузионный метод. На поверхности агара, засеянного тест- 
организмами, готовили лунки (∅ 10 мм). В лунки вносили по 200 мкл анализируемых образцов 
(концентрация 0,0005–1,0000 %). Посевы в течение 2 ч выдерживали в холодильнике, затем инку-
бировали при 30 °С в течение 24–48 ч. Определяли ширину зон ингибирования роста культур.

Суспензионный метод. Суточную культуру (2 мл), разведенную до концентрации 105 КОЕ/мл 
в питательном бульоне, инкубировали с анализируемыми препаратами различных концентра-
ций (0,0005–0,005 %) в течение 6 ч. После инкубации осуществляли высев на плотную питатель-
ную среду. Результаты оценивали через 24–48 ч. Оценку антимикробной активности проводили 
по показателю FR:

FR = log(Cконт/Собр),

где Cконт – концентрация клеток после инкубирования контроля (КОЕ/мл); Собр – концентрация 
клеток после инкубирования опытного образца (КОЕ/мл).

Заключение. Были получены четыре халкона с различными заместителями в бензольных 
кольцах, два из них – 2 и 4 – синтезированы впервые. На их основе были синтезированы новые пи-
римидиновые производные: пиримидин 5 и дигидропиримидины 6 и 7. Изучена противомикроб-
ная активность полученных веществ и синергетическое действие по отношению к известным 
противомикробным средствам. Установлено, что пиримидиновые производные на основе халко-
нов обладают противомикробной активностью, наиболее сильно по отношению к бактериям 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 и дрожжам Candida tropicalis. Также полученные гетероцикли-
ческие соединения обладают способностью усиливать действие противомикробных препаратов, 
в частности модифицированного ПГМГ. Наиболее активным из пиримидиновых производных 
является дигидропиримидин 7. Таким образом, гетероциклические производные на основе халко-
нов могут обладать более сильной, чем у халконов, биологической активностью. Это делает халконы 
перспективными исходными веществами для поиска и синтеза новых противомикробных средств.
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ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА РЕКОМБИНАНТНОЙ 
ГЛУТАТИОНТРАНСФЕРАЗЫ Р1 ЧЕЛОВЕКА И СКРИНИНГ 

НОВЫХ ИНГИБИТОРОВ ФЕРМЕНТА

Аннотация. Глутатионтрансфераза Р1 человека (GSTP1) играет важную роль во второй фазе биотрансформации 
ксенобиотиков и в регуляции апоптотических сигнальных путей. Направленный скрининг новых ингибиторов фер-
мента является актуальной задачей, так как избирательное подавление активности GSTP1 в опухолевых клетках может 
существенно повысить их чувствительность к химиотерапии. Известные методы получения рекомбинантной GSTP1 
с гексагистидиновым тэгом в структуре отличаются сложностью, трудоемкостью и значительными потерями актив-
ности фермента. С целью создать простую и эффективную систему бактериальной экспрессии бестэговой GSTP1 
с нативной структурой и высокой активностью, в настоящей работе проведено клонирование полноразмерного 
гена gstp1 в плазмидный вектор pTXB1 с последующей трансформацией клеток E. coli. Оптимизированный уровень 
экспрессии составил 30–32 мг фермента/л среды. С использованием глутатионсодержащих аффинных мембран из бак-
териального лизата выделен очищенный фермент (выход 75,7 %, удельная активность 102,6 Ед/мг белка). Гомоген-
ность препарата подтверждена данными гель-электрофореза и масс-спектрометрии. Физико-химические и каталити-
ческие свойства рекомбинантной GSTP1 практически совпали с таковыми для нативного фермента из эритроцитов. 
По результатам скрининга in silico и in vitro выявлены структурные факторы и взаимодействия, определяющие эффек-
тивность ингибирования фермента карбо- и N-гетероциклическими лигандами. Установлена предпочтительная ориен-
тация «хороших» ингибиторов в Н-сайте GSTP1. Обнаружены новые ингибиторы фермента: 1,10-фенантролин-5,6-дион, 
ализариновый красный С и индигокармин с величиной IC50 соответственно 31, 16 и 2,3 мкМ. Найденные соединения 
представляют интерес для создания новых лидерных структур с потенциальной противоопухолевой активностью.

Ключевые слова: глутатионтрансфераза Р1 (GSTP1), клонирование, бактериальная экспрессия, рекомбинантный 
фермент, кинетические параметры, молекулярный докинг, ингибиторы, индигокармин1
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S. N. Gilevich, Yu. V. Brechka
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT HUMAN GLUTATHIONE 
TRANSFERASE P1 AND SCREENING OF NOVEL ENZYME INHIBITORS

Abstract. Human glutathione transferase P1 (GSTP1) plays an important role in the second phase of xenobiotic biotrans-
formation and in the regulation of apoptotic signal pathways. Directed screening of new enzyme inhibitors is an actual task 
since selective suppression of GSTP1 activity in tumor cells may substantially increase their sensitivity to chemotherapy. 
Known methods to obtain recombinant GSTP1 with a hexahistidine tag in the structure are complex, laborious, and suffer 
from significant losses of the enzyme activity. With the aim to create a simple and effective bacterial expression system 
for tagless GSTP1 posessing native structure and high activity, in the present work the full-length gstp1 gene was cloned into 
the pTXB1 plasmid vector, followed by transformation of E. coli cells. The optimized expression level amounted to 30–32 mg 
of the enzyme per liter of broth. Using glutathione-containing affinity membranes, the purified enzyme was isolated from bacterial 
lysate with the yield of 75.7 % and specific activity of 102.6 U/mg protein. The enzyme homogeneity was confirmed 
by gel-electrophoretic and mass-spectrometric data. Physico-chemical and catalytic properties of recombinant GSTP1 practically 
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coincided with those of the native erythrocytary enzyme. The results of in silico and in vitro screening allowed to reveal 
structural factors and interactions determining the efficiency of the enzyme inhibition by carbocyclic and N-heterocyclic ligands. 
The preferable orientation of “good” inhibitors in the GSTP1 H-site was also established. Three strong enzyme inhibitors were 
found: 1,10-phenanthroline-5,6-dione, Alizarin Red S, and indigo carmine, with their respective IC50 values of 31, 16 and 2.3 μM. 
The new inhibitors are of certain interest for the development of novel lead structures with potential antitumor activity.

Keywords: glutathione transferase P1 (GSTP1), cloning, bacterial expression, recombinant enzyme, kinetic parameters, 
molecular docking, inhibitors, indigo carmine 
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Введение. Глутатионтрансферазы (GST; КФ 2.5.1.18) катализируют реакции конъюгации вос-
становленного глутатиона (GSH) с различными электрофильными соединениями и играют клю-
чевую роль во второй фазе биотрансформации ксенобиотиков, обеспечивая их детоксикацию 
и последующую экскрецию из клетки в виде глутатионовых производных. Подсемейство цито-
зольных GST человека насчитывает 17 изоформ в составе 7 геннезависимых классов, обозначае-
мых греческими буквами α, μ, π, σ, θ, ω и ζ [1, 2]. Особенно важные каталитические и регулятор-
ные функции выполняет относящаяся к π-классу изоформа Р1 (GSTP1). Гиперэкспрессия GSTP1 
во многих твердых опухолях и лимфомах сопряжена с формированием множественной лекар-
ственной устойчивости опухолевых клеток. Уровень экспрессии данной изоформы является одним 
из прогностических факторов в терапии рака [3]. Фермент также участвует в блокировании 
апоптотического сигнального пути, образуя комплекс с N-концевой киназой JNK [2].

GSTP1 является гомодимерным глобулярным белком с молекулярной массой мономера 23,2 кДа. 
По данным рентгеноструктурного анализа, каждый мономер содержит гидрофильный G-сайт 
для связывания субстрата (GSH) и расположенный рядом, более гидрофобный H-сайт, где свя-
зываются косубстраты, ингибиторы и другие амфифильные молекулы [4]. Известные природные 
и синтетические ингибиторы фермента (куркумин, некоторые флавоноиды, пиперлонгумин, произ-
водные этакриновой кислоты и 2,1,3-бензоксадиазола) обладают средней или умеренно высокой 
ингибирующей силой, но недостаточно селективны в отношении изоформы Р1 [5, 6]. Направлен-
ный скрининг новых, более специфичных и эффективных ингибиторов фермента из числа кон-
денсированных карбо- и гетероциклических соединений до сих пор остается актуальной задачей, 
поскольку избирательное подавление активности GSTP1 в опухолевых клетках может суще-
ственно повысить их чувствительность к химиотерапии. Такой молекулярный механизм действия 
имеет новый противоопухолевый препарат канфосфамид, разработанный в США. Канфосфамид 
представляет собой аналог GSH, модифицированный по остаткам Cys и Gly, и проходит клини-
ческие испытания как препарат второй линии терапии [6]. 

Опубликованные методы выделения нативной GSTP1 из плаценты [7] и эритроцитов [8] имеют 
ряд недостатков. Недавно нами предложена эффективная процедура очистки эритроцитарной GSTP1 
с использованием GSH-содержащих аффинных мембран [9], но она не позволяет получить более 
1 мг очищенного фермента за цикл выделения в силу его низкого содержания в исходном мате-
риале. Дополнительные сложности при выделении связаны с эндогенным протеолизом, а также 
с генетическим полиморфизмом ферментного белка в положениях 104 и 113 полипептидной 
цепи. Для систематического тестирования ингибиторных свойств новых соединений in vitro тре-
буется не менее 5–10 мг очищенной GSTP1, откуда следует необходимость получения рекомби-
нантного фермента. 

Из литературы известны два основных варианта экспрессии GSTP1 в клетках E. coli: либо 
с дополнительным гексагистидиновым пептидом (6xHis-тэг) для последующей очистки методом 
металлоаффинной хроматографии, либо без тэга, и тогда для выделения используют аффинную 
хроматографию на колонке с GSH-агарозой. В работе [10] уровень экспрессии GSTP1 с N-концевым 
6xHis-тэгом составил 30 мг/л культуральной среды, но более 20 % активности фермента найдено 
в бактериальном осадке. Другие авторы [11] встроили сайт расщепления энтерокиназой (6 амино-
кислот) между тем же тэгом и последовательностью GSTP1. Несмотря на высокий уровень экспрессии 
(50–60 мг/л культуральной среды), в осадке обнаружено 27 % активности. После дополнитель-
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ных процедур (отщепление тэга, хроматография на колонке с GSH-агарозой) удельная актив-
ность фермента в стандартных условиях (72 Ед/мг белка) оказалась меньше максимально воз-
можной (100–110 Ед/мг). Кроме того, интенсивность собственной флуоресценции GSTP1 с тэгом 
была заметно ниже, чем у фермента без тэга, что указывает на различия в белковом окружении 
остатков Trp. 

Чтобы экспрессировать бестэговую GSTP1, в работе [12] вынужденно исходили из транкиро-
ванной кДНК гена gstp1, не содержащей кодоны для N-концевых 34 аминокислот. После оптимиза-
ции кодонов недостающий фрагмент ДНК синтезировали химически, встраивали вместе с кДНК 
в плазмидный вектор и трансформировали им клеточную линию JM103. В конечном итоге до-
стигнут очень высокий уровень цитозольной экспрессии высокоактивного фермента (200 мг/л куль-
туральной среды), но по трудоемкости и материалозатратности авторская процедура клонирова-
ния, очевидно, далека от оптимальной. С той же целью в работе [13] использовали полноразмер-
ную кДНК из плаценты и сложную, многостадийную методику создания экспрессионного вектора. 
Уровень цитоплазматической экспрессии GSTP1 в клеточной линии ТОР10 составил 35–50 мг/л 
среды; 24 % активности обнаружено в периплазме как результат коэкспрессии с молекулярными 
шаперонами. Очищенный фермент обладал умеренно высокой удельной активностью (81 Ед/мг) 
и структурной микрогетерогенностью: половина ферментного белка, как выяснилось, содержит 
дополнительный N-концевой остаток Met. 

Цель настоящей работы – создать простую, экономичную и эффективную систему бактериаль-
ной экспрессии бестэговой рекомбинантной GSTP1 с нативной структурой, охарактеризовать 
очищенный фермент по физико-химическим и каталитическим свойствам и провести скрининг 
in silico и in vitro для выявления новых, высокоактивных ингибиторов активности фермента 
из числа конденсированных карбо- и гетероциклических соединений. 

Материалы и методы исследования. В работе использовали: фенольный реагент Purezol 
(«Bio-Rad», США); набор для обратной транскрипции ОТ-1 («Синтол», Россия); дезоксинуклео-
тидтрифосфаты, эндонуклеазы рестрикции NdeI, AseI и XhoI, ДНК-лигазу фага Т4, плазмидный 
вектор pTXB1 («New England BioLabs», США); ДНК-полимеразу Phusion, изопропил-β-D-1-тиога-
лактопиранозид (IPTG), набор маркеров молекулярной массы ДНК («Thermo Scientific», США); 
микроколоночные наборы для выделения ДНК NucleoSpin Gel and PCR Clean-up («Macherey-
Nagel», Германия) и Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System («Promega», США); среду Луриа- 
Бертани (LB, «Condalab», Испания); агарозу для гель-электрофореза (тип А6013), набор белковых 
маркеров для гель-электрофореза, дитиотреит (DTT), трис(гидроксиметил)аминометан (трис), 
акриламид, N,N -́метиленбисакриламид «Sigma-Aldrich», США); DEAE-сефарозу CL-6B («Pharmacia», 
Швеция); сывороточный альбумин человека (HSA, «Serva», Германия); 1-хлор-2,4-динитробен-
зол (CDNB), GSH («Alfa Aesar», Германия). Остальные реактивы имели квалификацию не ниже 
«ч. д. а.». 1,10-фенантролин-5,6-дион (phedon), 2,2ʹ-бипиридин-3,3ʹ-дикарбоновую кислоту (bipydca) 
и дипиридо-[3,2-a:2 ,́3ʹ-c]-феназин (dppz) получали из 1,10-фенантролина (phen) известными ме-
тодами [14, 15]. 2-Метил-1H-имидазо[4,5-b]феназин (MIP) синтезировали согласно [16]. Хлороформ 
и изопропанол перед использованием перегоняли без доступа влаги. Стерильную безнуклеаз-
ную воду для работы с нуклеиновыми кислотами получали ультрафильтрацией деионизованной 
воды на центрифужных фильтрах Amicon Ultra-15 («Millipore», США) с молекулярно-массовым 
пределом задерживания 10 кДа. Специфичные олигонуклеотидные праймеры синтезированы 
ОДО «Праймтех» (Беларусь). Получение аффинных мембран с иммобилизованным GSH описано 
ранее в работе [9].

Выделение суммарной РНК и синтез кДНК. Лейкоцитарную фракцию крови получали, взяв 
за основу методику [17] с предварительным лизисом эритроцитов. Исходным материалом слу-
жила кровь здоровых доноров, стабилизированная цитратом и хранившаяся во льду не более 3 ч 
после взятия. К 1,5 мл крови в пробирке типа Falcon добавляли 7,5 мл охлажденного лизирующе-
го раствора (155 мМ NH4Cl, 10 мМ KHCO3, 0,2 мМ EDTA; рН 7,4). Закрытую смесь выдержива- 
ли во льду 20 мин с периодическим переворачиванием. Далее пробы центрифугировали 5 мин 
при 500 g и 4 °C; темно-красный супернатант (гемолизат эритроцитов) удаляли. Осадок лейкоци-
тов осторожно ресуспендировали в 3 мл лизирующего раствора и переосаждали в том же режи-
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ме. Затем осадок аналогично промывали 3 мл охлажденного стерильного фосфатно-солевого бу-
фера (PBS). Промытый осадок (объем ~ 50 мкл) немедленно использовали для выделения РНК.

Осадок лейкоцитов суспендировали в 1 мл реагента Purezol, инкубировали 50 мин при ком-
натной температуре и оставляли на ночь при 2–4 °C. После прогрева (25 °C, 3 мин) и перемешива-
ния на вортексе пробы переносили в стерильные микропробирки. Дальнейшие операции (обра-
ботка хлороформом, разделение фаз, осаждение РНК из водной фазы изопропанолом) проводили 
согласно инструкции к реагенту. Осадок РНК промывали 1 мл 75 %-ного этанола, высушивали 
на воздухе 5 мин, растворяли в 30 мкл 4 мМ трис-ацетатного буферного раствора (0,1×TAE) 
и инкубировали 10 мин при 55 °C в твердотельном термостате CH-100 («BioSan», Латвия), после 
чего немедленно охлаждали раствор в ледяной бане. Полученные препараты анализировали 
на микрокапельном спектрофотометре NanoDrop 2000 («Thermo Scientific», США). Для консерва-
ции к препаратам добавляли 3M ацетат натрия (0,1 объема) и 95 %-ный этанол (3 объема); осажден-
ную РНК хранили при –20 °С в течение 3–6 мес без значительного снижения индекса A260/А280. 

Полноразмерную кДНК гена gstp1 (первую цепь) получали с помощью реакции обратной 
транскрипции. В реакции использовали 0,4 мкг свежевыделенной лейкоцитарной РНК, обратный 
геноспецифичный праймер gstp1r (структуру см. ниже), а также обратную транскриптазу MMLV 
из набора ОТ-1. Реакцию проводили в амплификаторе T-100 «Bio-Rad, США» согласно инструк-
ции к набору и останавливали прогреванием реакционной смеси 5 мин при 92 °C. Охлажденную 
смесь хранили во льду не более суток.

Амплификация и клонирование гена gstp1. Полученную кДНК в составе смеси использовали 
как матрицу для амплификации гена gstp1 методом ПЦР. Геноспецифичные олигонуклеотидные 
праймеры для ПЦР конструировали, исходя из известной нуклеотидной последовательности 
гена gstp1 [18]. При этом учитывали вероятность образования праймерами вторичных структур 
и частоту использования кодонов в процессе трансляции у E. coli. Структура прямого праймера 
gstp1f (5ʹ-AGGATTAATGCCGCCGTACACCGTG-3ʹ) содержит сайт рестрикции AseI (подчеркнут), 
перекрывающийся со старт-кодоном ATG таким образом, что после рестрикции общий динукле-
отидный фрагмент АТ сохраняется и обеспечивает функциональность кодона. В структуру обрат-
ного праймера gstp1r (5ʹ-CATCTCGAGTCACTGTTTCCCGTTGCC-3ʹ) непосредственно за трипле-
том, комплементарным стоп-кодону TGA, встраивали сайт рестрикции XhoI (подчеркнут). ПЦР про-
водили в амплификаторе T-100 с помощью ДНК-полимеразы Phusion; фермент брали в количестве 
1 Ед/50 мкл смеси. Процесс состоял из следующих этапов: начальная денатурация (95 °C, 2 мин); 
35 циклов денатурации (98 °C, 10 с) – отжига (60 °C, 30 с) – элонгации (72 °C, 30 с); заключитель-
ная элонгация (72 °C, 10 мин). Продукты ПЦР разделяли методом гель-электрофореза в 1,2 %-ном 
агарозном геле с добавкой бромида этидия. В каждом опыте проводили положительный и отри-
цательный контроль амплификации. Фрагменты геля, содержащие целевой ампликон с длиной 
~ 650 п. н., визуализировали в трансиллюминаторе, аккуратно вырезали и помещали в стериль-
ные микропробирки для временного хранения во льду. Экстракцию и очистку ДНК из геля про-
водили с помощью микроколоночного набора NucleoSpin Gel and PCR Clean-up по протоколу 
производителя. На каждую микроколонку наносили солюбилизат 3–4 гелей с ампликоном 
из одного и того же ПЦР-эксперимента. В дальнейшую работу брали препараты очищенной ДНК 
с величиной индекса A260/А280 ≥ 1,70.

Секвенирование ампликона проводили по методу Сэнгера [19] на автоматическом секвенато-
ре ABI Prism 3130 («Applied Biosystems», США) с помощью набора реактивов «BigDye Terminator 
v.3.1 Cycle Sequencing Kit» и геноспецифичных праймеров. 

Для клонирования использовали плазмидный вектор pTXB1 (размер 6706 п. н.) с рестрикцией 
по сайтам NdeI и XhoI в полилинкерном участке. Так как ген gstp1 имеет внутренний сайт ре-
стрикции NdeI в положениях 536–541 нуклеотидной последовательности [18], рестрикцию ампли-
кона осуществляли по встроенным сайтам AseI и XhoI (см. выше). Сайт AseI в структуре ампликона 
служит удобной альтернативой NdeI; рестрикция по этим сайтам приводит к образованию идентич-
ного «липкого» конца ДНК с одноцепочечным выступом АТ [20]. Расщепление ампликона и векто-
ра проводили раздельно в двух микропробирках, добавляя к тому или иному субстрату (1 мкг ДНК) 
соответствующие эндонуклеазы рестрикции (по 10 Ед активности каждого фермента). Обе смеси 
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инкубировали 1 ч при 37 °C, после чего смесь с ампликоном наносили на микроколонку из набо-
ра Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System и выделяли рестрикт по стандартному протоколу. 
Смесь с вектором дополнительно инкубировали 20 мин при 65 °C и фракционировали электро-
форезом в 1 %-ном агарозном геле. Фрагменты геля, содержащие расщепленный вектор, выреза-
ли, переносили в микропробирки и выделяли целевой продукт при помощи того же набора. Фер-
ментативное лигирование очищенных рестриктов проводили в 20 мкл реакционной смеси, со-
держащей 77,8 нг вектора, 22,2 нг ампликона и 400 Ед активности ДНК-лигазы фага Т4. Смесь 
выдерживали 4 ч при 20 °С, а затем хранили не более 5 дней при –20 °С до использования.

Трансформацию компетентных клеток E. coli DH5α полученной лигирующей смесью прово-
дили на фоне KCl, CaCl2, и MgCl2 (КСМ-метод), согласно процедуре [21] с незначительными из-
менениями. В контрольных опытах лигирующую смесь заменяли нативной плазмидой pTXB1 
(положительный контроль) или водой (отрицательный контроль). После трансформации клетки 
из контрольных и опытных проб высевали в чашки Петри на агаризованную среду LB с добав-
лением ампициллина (LB-Amp) и инкубировали 18 ч при 37 °С. Колонии трансформантов, пред-
положительно содержащих рекомбинантную плазмиду pTXB1 со вставкой gstp1, использовали 
для наработки генетического материала. Колонии индивидуально переносили в пробирки c жид-
кой средой LB-Amp, выращивали ночную культуру и проводили выделение минипрепаратов 
плазмидной ДНК методом щелочного лизиса [22]. Наличие вставки определяли постановкой 
ПЦР с геноспецифичными праймерами и гель-электрофорезом полученного амплификата. Це-
левой продукт ПЦР (~ 650 п. н.) выделяли из фрагментов геля и очищали на микроколонках, как 
описано выше. Отсутствие мутаций во вставке проверяли автоматическим секвенированием. 
Далее лучшие минипрепараты дополнительно очищали агарозным гель-электрофорезом и микро-
колоночной хроматографией. Очищенный рекомбинантный вектор амплифицировали посред-
ством ПЦР с использованием специальных праймеров. Прямой праймер T7univ1f со структурой 
5ʹ-TAATACGACTCACTATAGGG-3ʹ комплементарен Т7-промотору pTXB1 и отжигается на рас-
стоянии 70–89 п. н. перед старт-кодоном ATG (рис. 1). Обратный праймер intein1r со структурой 

Рис. 1. Генетическая карта рекомбинантного вектора pTXB1-gstp1. Вставка гена gstp1 в полилинкерный участок (MCS) 
обозначена серой стрелкой. Размер вектора 7304 п. н.

Fig. 1. Genetic map of the recombinant vector pTXB1-gstp1. The insert of gstp1 gene into the polylinker region (MCS) is designated 
with a grey arrow. The vector is 7304 bp in size
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5ʹ-GATGGCGTTGTCACTGTTG-3ʹ комплементарен интеиновому фрагменту вектора и отжигает-
ся на расстоянии 95–113 п. н. после сайта XhoI (см. рис. 1). 

Экспрессия, выделение и очистка рекомбинантной GSTP1. Компетентные клетки E. coli 
BL21(DE3) и BL21(DE3)RIPL трансформировали вектором pTXB1-gstp1 с помощью КСМ-метода [21]. 
Рекомбинантные клоны переносили с чашек Петри в жидкую среду LB с антибиотиком (ампи-
циллин для клеток BL21(DE3), ампициллин и хлорамфеникол – для BL21(DE3)RIPL) и выращи-
вали ночную культуру в объеме 5 мл. Затем ночной культурой инокулировали аналогичную среду 
объемом 100 мл в 500 мл-колбе. Клетки культивировали аэробно при 37 °С с интенсивным встря-
хиванием (180 об/мин) в шейкере-инкубаторе Multitron Pro («INFORS HT», Швейцария). Когда 
оптическая плотность культуры при 600 нм достигала 0,5–0,6, вносили индуктор экспрессии IPTG. 
Условия экспрессии оптимизировали, варьируя концентрацию IPTG (0,2, 0,5 и 1 мМ), а также 
температуру (20 и 37 °C) и длительность постиндукционного периода. Через 2, 6, 10 и 24 ч после 
внесения индуктора клетки осаждали центрифугированием 15 мин при 3000 g и 4 °C. Осадок 
клеток суспендировали в охлажденном 0,1 М КФБ (калий-фосфатный буфер с добавкой 1 мМ EDTA 
и 1 мМ DTT, рН 6,5) и лизировали под давлением в гомогенизаторе Emulsiflex C5 («Avestin», Ка-
нада); лизат осветляли центрифугированием 30 мин при 35000 g и 4 °C. Количество GSTP1 в су-
пернатанте (осветленный лизат) оценивали по активности фермента в реакции конъюгации GSH 
и CDNB. В специальных опытах осадок лизированных клеток солюбилизировали 0,6 %-ным три-
тоном Х-100 и определяли ферментативную активность солюбилизата таким же образом.

С целью препаративного выделения и очистки рекомбинантную GSTP1 экспрессировали 
в клетках BL21(DE3)RIPL по оптимизированному протоколу (см. ниже). Осветленный бакте- 
риальный лизат (100 мл) концентрировали, обессоливали и переводили в 15 мМ КФБ, используя 
центрифужные фильтры Amicon Ultra-15 с молекулярно-массовым пределом задерживания 10 кДа. 
Дальнейшую очистку препарата проводили по процедуре, разработанной ранее для выделения 
эритроцитарного фермента [9]. Процедура включает анионообменную хроматографию на колон-
ке с DEAE-сефарозой и аффинную хроматографию на картридже с GSH-содержащими мембра-
нами. Условия хроматографии подробно изложены в той же работе.

Определение активности GSTP1. Активность фермента в реакции конъюгации GSH и CDNB 
определяли на двухлучевом спектрофотометре при рН 6,5 и 25 °С согласно [9]. За единицу актив-
ности принимали количество фермента, катализирующее образование 1 мкмоль S-(2,4-динитро-
фенил)глутатиона (GDN) за 1 мин. В кинетических экспериментах концентрацию GSH варьиро-
вали в диапазоне 0,1–2 мМ на фоне 1 мМ CDNB, а концентрацию CDNB – в диапазоне 0,05–2 мМ 
на фоне 2 мМ GSH. При изучении влияния циклических лигандов на активность очищенной GSTP1 
рабочие растворы водонерастворимых соединений готовили в этаноле или диметилсульфоксиде 
высокой чистоты. Фермент (15–20 мЕд активности) выдерживали с предполагаемым ингибито-
ром 10 мин при 25 °С и рН 6,5, после чего запускали реакцию внесением растворов GSH и CDNB. 
Максимальная концентрация органического растворителя в среде инкубации не превышала 5 %, 
что не влияет на активность GSTP1. Для соединений с явно выраженным ингибиторным дей-
ствием строили концентрационную зависимость «доза–эффект» и проводили ее нелинейную ре-
грессию в программе Sigmaplot, используя логистическое уравнение сигмоиды с 4 параметрами [23]; 
из уравнения находили величину IC50 (концентрация полумаксимального ингибирования).

Молекулярный докинг лигандов в активном центре GSTP1. Молекулярный докинг амфифиль-
ных карбо- и гетероциклических соединений в лигандсвязывающем центре GSTP1 (Н-сайт) про-
водили in silico с помощью программы AutoDock Vina [24]. Белковым рецептором служила трех-
мерная кристаллическая структура фермента в комплексе с GSH, депонированная в базе данных 
Protein Data Bank (код 6GSS, [25]). Для подготовки рецептора к жесткому докингу (удаление мо-
лекул воды, GSH и других лигандов, ионов, неполярных атомов Н) использовали программный 
пакет AutoDock Tools [24]. Область докинга задавали в форме куба с ребром 24 Å; куб центриро-
вали по координатам атома О фенольной ОН-группы остатка Tyr108, экспонированного в Н-сайт. 
Исходные трехмерные структуры лигандов загружали из публичной базы данных PubChem [26]. 
Подготовку структур к докингу проводили в программных пакетах Vega ZZ [27] и AutoDock Tools 
следующим образом: 1) редактировали химические связи; 2) присваивали частичный заряд 
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по Гастайгеру при рН 7,0; 3) минимизировали энергию в силовом поле Amber методом сопряжен-
ных градиентов; 4) устанавливали число вращательных степеней свободы. В параметрах файла 
конфигурации AutoDock Vina повышали интенсивность поиска (exhaustiveness) до уровня 128 и уве-
личивали максимальное число позиций лиганда до 20; энергетический барьер между наилучшей 
и наихудшей позициями задавали равным 5 ккал/моль. Результаты докинга визуализировали 
и анализировали в программном пакете UCSF Chimera [28]. Каждый лиганд докировали трижды 
и выбирали хорошо воспроизводимые позиции с минимумом энергии, для которых оценивали 
природу и локализацию взаимодействий с белком, а также степень перекрывания с известными 
закристаллизованными положениями GSH и GDN в активном центре GSTP1. Позицию, соответ-
ствующую ингибиторному поведению лиганда in vitro, считали наиболее вероятной. 

Аналитические методы. Гель-электрофорез белковых фракций проводили на приборе Mini-
Protean Tetra Cell («Bio-Rad», США) по Лэммли [29] в 13 %-ном полиакриламидном геле на фоне 
додецилсульфата натрия и 2-меркаптоэтанола. Белковые полосы в гелях окрашивали красителем 
Coomassie R-250. Концентрацию белка определяли по Бредфорду [30], используя раствор HSA 
при построении калибровочной кривой. 

Для подготовки к трипсинолизу очищенную GSTP1 (0,19 мг белка в 0,35 мл раствора) осажда-
ли 4 объемами ацетона с выдержкой 16 ч при –20 °С. Осадок белка собирали центрифугированием, 
растворяли в 8 М мочевине, карбоксиметилировали и обрабатывали трипсином по протоколу [31] 
при соотношении трипсин:белок = 1:25 по массе. Полученные пептиды выделяли на картридже 
для твердофазной экстракции SampliQ C18 EC («Agilent Technologies», США); N-концевой трипти-
ческий пептид элюировали 80 %-ным ацетонитрилом с добавкой 0,2 % муравьиной кислоты. 
Масс-спектры очищенной GSTP1 и триптического пептида регистрировали методом MALDI-TOF 
с помощью времяпролетного масс-спектрометра Microflex LRF System («Bruker Daltonics», США). 

Результаты и их обсуждение. В работе использовали лейкоцитарную фракцию крови как 
доступный источник генетического материала (РНК) с удовлетворительным уровнем экспрессии 
гена gstp1 (25–40 % от уровня экспрессии референсного гена глицеральдегид-3-фосфатдегидро-
геназы [32]). Выходы суммарной РНК составили 3,1–3,9 мкг/мл крови, что соответствует произ-
водительности лучших коммерческих наборов. Целостность РНК подтверждена электрофорезом 
в 1,2 %-ном агарозном геле, содержащем бромид этидия; выявлены две четкие полосы рибосо-
мальной 28S- и 18S-РНК с несколько более интенсивной 28S-полосой. В реакцию обратной 
транскрипции брали РНК с высоким спектрофотометрическим индексом чистоты A260/А280, рав-
ным 1,91–2,04. В результате получена полноразмерная кДНК гена gstp1, которую амплифициро-
вали с использованием высокоточной ДНК-полимеразы Phusion и тщательно подобранных гено-
специфичных праймеров (их структура приведена выше). На электрофореграммах продуктов ПЦР 
в 1,2 %-ном агарозном геле обнаружена одна доминантная полоса, соответствующая амплико- 
ну gstp1 с ожидаемой длиной ~ 650 п. н. По данным секвенирования, нуклеотидная последова-
тельность очищенного ампликона, фланкированная сайтами рестрикции AseI и XhoI, полностью 
совпадает с первичной структурой гена gstp1 из базы данных GenBank [18]. 

Амплифицированный ген gstp1 клонировали в коммерчески доступный плазмидный век- 
тор pTXB1 с умеренной копийностью (~ 20 копий/клетку). Вектор содержит ген устойчивости 
к ампициллину и предназначен для IPTG-индуцируемой экспрессии целевых генов в E. coli 
под контролем сильного промотора бактериофага Т7 и lac-оператора (рис. 1). Согласно произво-
дителю, рекомбинантный белок экспрессируется без дополнительных N-концевых аминокислот, 
но может быть получен с С-концевым тэгом в виде небольшого белка интеина, имеющего сродство 
к хитину. Чтобы удалить тэг, химерный белок адсорбируют на хитиновой колонке и расщепляют 
действием DTT активированную связь между С-концевым аминокислотным остатком целевого 
белка и N-концевым остатком Cys интеина, причем выходы в реакции расщепления значительно 
варьируют [33]. В настоящей работе интеиновый фрагмент ДНК вектора не экспрессировали, так 
как существует возможность получить бестэговую рекомбинантную GSTP1 напрямую, исклю-
чив дополнительные стадии химической или ферментативной модификации первичного про-
дукта экспрессии, и использовать для выделения фермента аффинный сорбент с иммобилизо-
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ванным GSH. Поэтому в создаваемой генетической конструкции стоп-кодон располагали между 
вставкой gstp1 и сайтом рестрикции XhoI, который предшествует интеиновому фрагменту (рис. 1). 

Раздельную рестрикцию вставки и вектора, очистку рестриктов и их лигирование проводи-
ли согласно рекомендациям производителей ферментов и микроколоночных наборов. Массовое 
соотношение вектор/вставка в реакции лигирования составляло 3,5:1. При трансформации ком-
петентных клеток E. coli DH5α полученной лигирующей смесью на чашках с отрицательным и по-
ложительным контролем выявлено 0 и более 100 колоний соответственно. На чашках с опытны-
ми пробами обнаружено 4–40 колоний в зависимости от концентрации клеток, взятых в опыт. 
Клоны, предположительно содержащие рекомбинантную плазмиду со вставкой, подращивали 
в ночной культуре и выделяли минипрепараты плазмидной ДНК. В 5 из 9 минипрепаратов наличие 
вставки подтвердилось постановкой ПЦР с геноспецифичными праймерами и гель-электрофорезом 
амплификата. После выделения и очистки суммарный выход целевого продукта ПЦР (650 п. н.) 
составил 2,8 мкг ДНК. Автоматическим секвенированием доказано, что ДНК-последовательность 
вставки не содержит мутаций и соответствует наиболее распространенному аллелю дикого типа 
gstp1a [34]. Чтобы проверить целостность полилинкера и прилегающих к нему участков, лучшие 
минипрепараты после дополнительной очистки амплифицировали методом ПЦР с использова-
нием пары встречных векторспецифичных праймеров T7univ1f и intein1r, которые отжигаются 
на ДНК-мишенях, расположенных по разные стороны от полилинкера; структура праймеров при-
ведена выше. Электрофореграммы амплификатов, полученных для нативной плазмиды pTXB1 
и рекомбинантного вектора pTXB1-gstp1, представлены на рис. 2. В первом случае амплифици-
руется небольшой фрагмент ДНК с длиной ~ 230 п. н., близкой к расчетной величине (228 п. н.). 
Во втором случае размер ампликона значительно больше (~ 880 п. н.), что обусловлено наличием 
вставки gstp1 с длиной ~ 650 п. н. По данным автоматического секвенирования, нуклеотидная 
последовательность амплифицированного участка совпала с ожидаемой. 

Эксперименты по бактериальной экспрессии рекомбинантной GSTP1 проводили на лизогенных 
клеточных линиях E. coli BL21(DE3) и BL21(DE3)RIPL; вторая линия обогащена транспортными 
РНК для редких кодонов, требуемых при трансляции мРНК генов млекопитающих. Обнаружено, 
что в отсутствие индуктора (IPTG) экспрессия не происходит. Установлены оптимальные условия 

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов ПЦР-амплификации нативного и рекомбинантного вектора с использовани-
ем векторспецифичных праймеров. Обозначения треков: 1–4 – нативный вектор pTXB1; 5–9 – рекомбинантный век-
тор pTXB1-gstp1; М – маркер молекулярной массы ДНК (100–3000 п. н.). Агарозный гель (1,2 %) с бромидом этидия

Fig. 2. Electrophoregrams of PCR amplification products for the native and recombinant vector with the use of vector-specific 
primers. Track designations: 1–4 – native vector pTXB1; 5–9 – recombinant vector pTXB1-gstp1; M – DNA molecular mass 

marker (100–3000 bp). Agarose gel (1.2 %) with ethidium bromide
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экспрессии: 0,5 мМ концентрация IPTG; температура индукции 37 °C; длительность инкубации 
с индуктором 24 ч. Существенно то, что почти весь рекомбинантный фермент экспрессируется 
при 37 °С в цитозоле как растворимый белок; в осадке лизированных клеток выявлено лишь 
6–10 % активности. При оптимальных условиях уровень экспрессии GSTP1 клетками BL21(DE3) 
достигает 200–300 Ед/л среды; с учетом удельной активности чистого фермента (~100 Ед/мг) 
данная величина соответствует концентрации ферментного белка, равной 2–3 мг/л среды. У ли-
нии BL21(DE3)RIPL аналогичный показатель на порядок выше и составляет 30–32 мг фермента/л 
среды. Достигнутый в настоящей работе уровень экспрессии бестэговой GSTP1 не уступает луч-
шим зарубежным данным для фермента, экспрессированного с гексагистидиновым тэгом [10, 11].

Результаты очистки рекомбинантной GSTP1 из осветленного бактериального лизата сумми-
рованы в табл. 1. Общий выход очищенного фермента составил 75,7 %. Полученный препарат 
обладает высокой удельной активностью (102,6 Ед/мг белка). Найденная величина очень близка 
к максимальным литературным значениям активности нативной и рекомбинантной GSTP1 – 
соответственно 104,5 и 112 Ед/мг белка [9, 10].

Т а б л и ц а 1. Схема очистки рекомбинантной GSTP1 из 100 мл осветленного лизата

T a b l e 1. Scheme of recombinant GSTP1 purification from 100 ml of clarified lysate

Стадия очистки Общий белок, мг Активность, Ед Удельная активность, 
Ед/мг Степень очистки Выход, %

Осветленный лизат 30,6 314,2 10,3 1 100
DEAE-сефароза 3,34 288,5 86,4 8,4 91,8
Аффинный картридж 2,32 237,9 102,6 10,0 75,7

Таким образом, нами успешно осуществлена бестэговая гетерологическая экспрессия гена gstp1 
в клетках E. coli. Впервые получены миллиграммовые количества очищенного высокоактивного 
препарата рекомбинантной GSTP1, что позволяет развернуть структурно-функциональное иссле-
дование ферментного белка и провести направленный скрининг новых ингибиторов фермента с 
потенциальной противоопухолевой активностью.

Электрофореграммы белковых фракций, полученных в ходе очистки фермента, представлены 
на рис. 3. Как выяснилось, исходный материал содержит значительное количество (~ 10 %) целе-
вого продукта экспрессии и примесные бактериальные белки (трек 1). Очищенный препарат GSTP1 
имеет чистоту не менее 98 % (трек 3). Электрофоретическая подвижность основной белковой зоны 
соответствует ожидаемой молекулярной массе 23 кДа. Гомогенность очищенного фермента также 
подтверждена масс-спектрометрией MALDI-TOF. Наряду с главным пиком протонированного 
молекулярного иона (М+Н)+ c величиной m/z = 23350 в спектре имеются минорные пики, соответ-
ствующие дважды протонированной молекуле (М+2Н)2+, а также протонированным димерным 
и тримерным молекулярным ассоциатам (2М+Н)+ и (3М+Н)+ (рис. 4, а). Сигналы от примесных 

белков практически отсутствуют. Экспериментальное значе-
ние молекулярной массы, найденное масс-спектрометрическим 
методом, равно 23349 Да, что с точностью 7 Да соответствует 
расчетной массе 23356 Да для продукта экспрессии доми-
нантного аллеля gstp1a, содержащего аминокислотные остат-
ки Ile105 и Ala114 [34], а также N-концевой остаток Met. 

Рис. 3. Электрофореграммы стадий очистки рекомбинантной GSTP1. Обо-
значения треков: 1 – осветленный лизат; 2 – препарат фермента после 
DEAE-сефарозы; 3 – очищенный фермент; М – маркерные белки с указа-
нием молекулярной массы. Полиакриламидный гель (13 %) с додецилсуль-

фатом натрия и 2-меркаптоэтанолом

Fig. 3. Electrophoregrams of recombinant GSTP1 purification steps. Track 
designations: 1 – clarified lysate; 2 – enzyme preparation after DEAE-sepharose; 
3 – purified enzyme; М – marker proteins with molecular mass indicated. 
Polyacrylamide gel (13 %) containing sodium dodecyl sulfate and 2-mercaptoethanol
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Наличие N-концевого Met доказано в специальном эксперименте по трипсинолизу рекомби-
нантной GSTP1 с последующей масс-спектрометрической идентификацией N-концевого трипти-
ческого додекапептида Met-Pro-Pro-Tyr-Thr-Val-Val-Tyr-Phe-Pro-Val-Arg (рис. 4, b). Расчетная ве-
личина m/z для протонированного молекулярного иона (М+Н)+ этого пептида составляет 1469,77. 
Экспериментальное значение m/z основного пика в спектре MALDI-TOF оказалось равным 1469,15, 
что практически совпадает с расчетным в пределах погрешности измерений. Следовательно, 
в выбранных нами условиях экспрессии N-концевой Met не отщепляется бактериальной метио-
нинаминопептидазой и представляет собой единственное, незначительное структурное отличие 
рекомбинантного фермента от нативного. В то же время ферментный препарат, полученный в на-
стоящей работе, выгодно отличается от литературного аналога [13] отсутствием структурной 
микрогетерогенности по N-концевой аминокислоте. 

Каталитические свойства рекомбинантной GSTP1 изучали при рН 6,5 и 25 °C в реакции 
конъюгации GSH и CDNB. Параметры стационарной кинетики определяли, варьируя начальную 
концентрацию одного из субстратов при фиксированной начальной концентрации второго суб-
страта. Установлено, что для каждого субстрата экспериментальная зависимость начальной ско-
рости реакции от его концентрации описывается гиперболой, согласно уравнению Михаэлиса–
Ментен (рис. 5). Экспериментальные величины константы Михаэлиса KМ и каталитической кон-
станты kcat по обоим субстратам, рассчитанные из графиков, приведены в табл. 2. Найденные 
значения оказались весьма близки к аналогичным показателям для нативного фермента из эри-
троцитов [9]; во всех случаях разница составляет менее 15 %. Результаты свидетельствуют о том, 

Рис. 4. Масс-спектры (MALDI-TOF) очищенной GSTP1 (а) и N-концевого пептида, полученного трипсинолизом 
ферментного белка (b) 

Fig. 4. Mass-spectra (MALDI-TOF) of purified GSTP1 (a) and N-terminal peptide obtained by trypsinolysis of the enzyme 
protein (b)

b

a
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что в ходе экспрессии происходит корректный фолдинг рекомбинантной GSTP1. По основным 
физико-химическим и каталитическим характеристикам полученный нами препарат практиче-
ски идентичен нативному ферменту. 

Т а б л и ц а  2.  Кинетические параметры рекомбинантной и нативной GSTP1 
в реакции конъюгации GSH и CDNB

T a b l e  2.  Kinetic parameters of recombinant and native GSTP1 in the conjugation reaction 
of GSH with CDNB

Субстрат
Рекомбинантная GSTP1 Нативная GSTP1 [9]

KМ, мМ kcat, с
–1 KМ, мМ kcat, с

–1

GSH 0,17 40,9 0,19 47,8
CDNB 0,65 57,9 0,68 54,3

Характерными отличиями Н-сайта GSTP1 от аналогичных сайтов других цитозольных GST 
являются более крупный размер и частичная гидрофильность [35]. Логично предположить, что 
высоким сродством к Н-сайту могут обладать амфифильные моно- или полициклические арома-
тические молекулы подходящего размера с заместителями, способными к образованию водород-
ных связей. Поэтому предварительный отбор возможных ингибиторов фермента проводили 
из числа коммерчески доступных и стабильных ароматических или гетероароматических соеди-
нений (рН- и комплексонометрические индикаторы, красители, лабораторные реактивы) с моно-, 
би-, три- или тетрациклической структурой и амфифильными свойствами. Критерии отбора были 
следующими: 1) наличие атомов или функциональных групп, обеспечивающих малую или уме-
ренную растворимость в воде при нейтральных значениях рН; 2) соответствие правилам Липин-
ски [36] и Вебера [37] для орально биодоступных молекул (допускалось несоответствие только 
по одному пункту из каждого набора правил). В результате найдено более 50 структурно разно- 
образных соединений-кандидатов; 9 из них представляют различные классы карбо- и гетероцик-
лов и были отобраны для тестирования ингибиторной активности in silico и in vitro. Кроме того, 
в исследование включили замещенный имидазофеназин MIP и ряд производных phen, так как 
ингибирование GSTP1 конденсированными N-гетероциклами изучено недостаточно. 

Установлено, что небольшие молекулы моно- и бициклических лигандов (синапиновая и хи-
нальдиновая кислоты, 2-меркаптобензотиазол, 4-(2-пиридилазо)резорцин, 8-гидроксихинолин) 
в концентрации 100 мкМ не ингибируют GSTP1 (табл. 3). По данным молекулярного докинга, 
эти же лиганды либо связываются вне Н-сайта, либо занимают только его часть, не создавая сте-
рических препятствий для катализа. Как оказалось, хинальдиновая кислота ускоряет реакцию 
на 36 %, вероятно, за счет образования водородной связи между карбоксилатной группой лиганда 

Рис. 5. Зависимость активности рекомбинантной GSTP1 от концентрации GSH и CDNB (соответственно кривые а и b)

Fig. 5. Dependence of recombinant GSTP1 activity on the concentration of GSH and CDNB (curves a and b, respectively)

ba
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и тиольной группой GSH, что облегчает депротонирование последней. Некоторые три- и тетра-
циклические лиганды (триарилметановый краситель патентный синий VF, галлоцианин, протя-
женная тетрациклическая система MIP) слабо или умеренно ингибируют фермент с величи- 
ной IC50 (концентрация полумаксимального ингибирования) > 50 мкМ. Выявлены также новые, 
более эффективные ингибиторы GSTP1 (IC50 < 50 мкМ): phedon, ARS и индигокармин.

Согласно моделированию in silico, молекула phedon располагается в Н-сайте фермента так, 
что карбонильный кислород при атоме С5 образует водородные связи с OH-группой Tyr108 
и NH-группой Gly205 (рис. 6). Одно из пиридиновых колец лиганда и бензольное кольцо Phe8 
лежат в параллельных плоскостях и сближены на расстояние 3,6 Å, что обеспечивает их π-π взаи-
модействия (стэкинг). Кроме того, комплекс стабилизируется гидрофобными взаимодействиями 
phedon с Trp38 и Val35; участие Trp38 в связывании лигандов Н-сайтом ранее не было отмечено 
в литературе. Позиция phedon частично перекрывается с закристаллизованным положением GDN 
в активном центре GSTP1, что коррелирует с выявленным in vitro наличием ингибиторных 
свойств у данного лиганда. По экспериментальной величине IC50 (31 мкМ) phedon близок к кемпфе-
ролу и кверцетину – природным флавоноидным ингибиторам GSTP1 средней силы [38]. В то же 
время незамещенный phen и некоторые его производные (дианион bipydca с неплоской структу-
рой, а также пентациклический ДНК-интеркалятор dppz с Т-образной формой молекулы) в кон-
центрации 20–100 мкМ не ингибируют фермент. Указанные соединения связываются in silico 
в Н-сайте слабее (bipydca) или прочнее (dppz), чем phedon, и тоже взаимодействуют с Phe8 путем 
стэкинга, но при этом их позиции не перекрывают закристаллизованные положения GSH и GDN, 
что согласуется с отсутствием ингибирования. Так как phedon является редокс-активным гете-
роциклическим о-хиноном, дополнительно проверяли возможность его химической реакции 
с GSH или GSTP1 при определении активности фермента. Для этого соответствующие бинарные 
смеси инкубировали 10–120 мин при рН 6,5 и 25 °С и анализировали их состав методами масс- 
спектрометрии (MALDI-TOF, ESI-QTOF) и спектрофотометрии. Как выяснилось, phedon не обра-
зует прочных ковалентных аддуктов с GSTP1 или GSH, но медленно окисляет тиольную группу 
трипептида с образованием дисульфида GSSG и 1,10-фенантролин-5,6-диола (phedol), который 
в свою очередь реокисляется на воздухе, генерируя phedon и H2O2. Также обнаружено, что 20 мкМ 
phedol и 100 мкМ H2O2 в стандартных условиях определения активности не ингибируют GSTP1, 

Т а б л и ц а  3.  Влияние некоторых карбо- и гетероциклических соединений на in vitro активность GSTP1 
и расчетная энергия их связывания с ферментом in silico

T a b l e  3.  Effect of some carbo- and heterocyclic compounds on the in vitro GSTP1 activity 
and calculated energy of their binding to the enzyme in silico 

Соединение Концентрация, мкМ Активность GSTP1, % к контролю1 Свободная энергия связывания Есв, 
ккал/моль2

Синапиновая кислота (анион) 100 103,1 –5,6
2-меркаптобензотиазол 100 96,7 –5,4
4-(2-пиридилазо)резорцин 100 104,1 –6,93

8-гидроксихинолин 100 101,9 –5,7
Хинальдиновая кислота (анион) 100 136 –6,4
Патентный синий VF (анион) 100 85,6 –7,9
MIP 100 54,1 –8,0
Галлоцианин (цвиттер-ион) 100 34,5 –7,5
Phen 100 96,7 –6,2
Bipydca (дианион) 100 103,0 –5,5
Dppz 20 101,3 –7,9
Phedon 20 64,7 –6,4
ARS4 (анион) 20 42,1 –8,1
Индигокармин (дианион) 20 11,7 –9,3

П р и м е ч а н и е.  1Среднее арифметическое из двух независимых определений. 2Оценка методом молекулярно-
го докинга in silico. 3Связывание вне Н-сайта. 4Ализариновый красный С. Расшифровка остальных сокращенных 
названий дана в разделе «Материалы и методы». 
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а конверсия GSH в GSSG во всех случаях не превышает 3 %; это позволяет исключить непрямые 
механизмы ингибирования фермента.

Антрахиноновый краситель ARS ингибирует GSTP1 заметно сильнее, чем phedon: эксперимен-
тальное значение IC50 равно 16 мкМ. Результаты докинга указывают на более прочное связыва-
ние ARS в Н-сайте фермента; расчетная величина Есв (–8,1 ккал/моль) по модулю значительно пре-
вышает аналогичный параметр для phedon (табл. 3). Полученный in silico комплекс GSTP1-ARS 
стабилизирован пятью водородными связями (рис. 6): две из них образует карбонильный кисло-
род при атоме С10 ARS – с ОН-группой Tyr108 и NH-группой Gly205, две другие связывают 
сульфонатные атомы О с Gln51 (амид в боковой цепи) и Arg13 (гуанидиновая группа), еще одна 
локализована между ОН-группой лиганда (при атоме С4) и одноименной группой Tyr108. В обра-
зование комплекса также вносят вклад стэкинг-взаимодействия с Phe8 и гидрофобные взаимо-
действия с Val10 и Ile104. Ориентация ARS в комплексе явно вступает в стерический конфликт 
с динитрофенильной группой GDN и в меньшей степени с GSH, что согласуется с ингибиторной 
активностью лиганда in vitro. 

Среди всех изученных соединений максимальная (по модулю) расчетная величина Есв, рав-
ная –9,3 ккал/моль, найдена у индигокармина (5,5ʹ-дисульфоиндиго). В предпочтительной ориен-
тации in silico лиганд занимает практически весь Н-сайт и проксимальную часть G-сайта, обра-
зуя 4 водородные связи с белковым окружением (рис. 7): карбонильный кислород при атоме С3 
связан с ОН-группой Tyr108, атомы О одной из сульфонатных групп лиганда – с гуанидиновой 
группой Arg13 и боковой амидной группой Gln51 (2 связи), а атом О другой сульфонатной группы – 
с NH-группой Val35. Следует отметить существенное сходство комплексов индигокармина и ARS 
по локализации водородных связей лиганд–белок, а также по наличию стэкинг-взаимодействий 
с Phe8 и гидрофобных взаимодействий с участием Val10 и Ile104. Позиция, занимаемая индиго-
кармином, стерически блокирует связывание продукта ферментативной реакции (GDN) в про-
странстве между Tyr108, Ile104 и Arg13, что позволило прогнозировать ингибиторные свойства 

Рис. 6. Предпочтительные ориентации phedon и ARS в Н-сайте GSTP1, найденные in silico. Атомы С показаны пур-
пурным (phedon), коричневым (ARS), персиковым (боковые цепи Phe8 и Tyr108), светло-зеленым (боковые цепи дру-
гих аминокислотных остатков) и голубым цветом (GDN); оранжевые линии – водородные связи лигандов с белко-

вым окружением. Справа – структурные формулы лигандов

Fig. 6. Preferable orientations of phedon and ARS in the H-site of GSTP1 found in silico. Carbon atoms are colored in purple 
(phedon), brown (ARS), peach (side chains of Phe8 and Tyr108), light green (side chains of other amino acid residues), 
and cyan (GDN); orange lines are hydrogen bonds of the ligands with protein environment. To the right are given structural 

formulas of the ligands
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данного соединения. Как показали эксперименты in vitro, индигокармин в микромолярных кон-
центрациях сильно ингибирует GSTP1 (рис. 7). Значение IC50, рассчитанное из кривой ингибиро-
вания, составляет 2,3 мкМ. По силе ингибирования индигокармин примерно вдвое превосходит 
этакриновую кислоту – известный ингибитор фермента с величиной IC50, равной 4,9 мкМ [39]. 
Полученные результаты впервые демонстрируют способность индигоидных соединений эффек-
тивно ингибировать GSTP1. Так как индигокармин практически не связывается с альбумином 
и другими белками сыворотки крови человека при рН ≥5 [40], ингибирование GSTP1 данным 
соединением, по-видимому, имеет специфический характер.

Известно, что моно- и полиароматические лиганды, связываясь в Н-сайте GSTP1, могут взаи-
модействовать по механизму стэкинга с Tyr108 или Phe8 [4]. Лиганды первой группы, которые 
подобно GDN и этакриновой кислоте взаимодействуют с Tyr108, заведомо будут создавать сте-
рические препятствия для катализа и ингибировать GSTP1 более или менее эффективно. Лиган-
ды второй группы, взаимодействующие с Phe8, не обязательно будут обладать ингибиторными 
свойствами. Для лигандов этой группы в настоящей работе выявлены особенности молекулярной 
архитектуры, присущие «хорошим» ингибиторам: 1) три- или тетрациклическая ароматическая 
или гетероароматическая структура с вытянутой формой молекулы и ее максимальной длиной 
14–15 Å; 2) карбонильная или гидроксильная группа ближе к центру молекулы, способная к обра-
зованию водородной связи с Tyr108; 3) один или два отрицательно заряженных (или полярных) 
заместителя, расположенных на противоположных концах молекулы и способных образовать 
водородные связи с остатками из числа Arg13, Val35 и Gln51.

Заключение. Нами создана экономичная и эффективная система бактериальной экспрессии 
бестэговой рекомбинантной GSTP1 человека в клетках E. coli. Разработана несложная процедура 
выделения фермента из бактериального лизата с использованием глутатионсодержащих аффин-
ных мембран. Впервые получены миллиграммовые количества очищенной GSTP1, что позволяет 
развернуть структурно-функциональное исследование ферментного белка. Высокий уровень 
экспрессии соответствует лучшим мировым показателям и, в отличие от зарубежных аналогов, 
позволяет нарабатывать очищенный фермент с нативной бестэговой структурой и высокой удель-

Рис. 7. Слева – предпочтительная ориентация индигокармина в Н-сайте GSTP1, найденная in silico. Атомы С лиганда 
показаны пурпурным цветом, остальные элементы окрашены как на рис. 6. Справа – структурная формула лиганда 

и кривая ингибирования фермента in vitro

Fig. 7. To the left is given preferable orientation of indigo carmine found in silico. Carbon atoms of the ligand are shown 
in purple, other elements are colored as on Fig. 6. To the right are the ligand structural formula and the in vitro enzyme 

inhibition curve
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ной активностью (≥ 100 Ед/мг белка). В результате проведенных исследований in silico и in vitro 
выявлены структурные факторы и взаимодействия, определяющие эффективность ингибирова-
ния фермента карбо- и N-гетероциклическими лигандами. Получены новые научные данные 
о предпочтительной ориентации «хороших» ингибиторов в активном центре GSTP1. Обнаруже-
ны новые ингибиторы фермента: phedon, ARS и индигокармин с величиной IC50 соответственно 
31, 16 и 2,3 мкМ. Найденные соединения, в особенности индигокармин, представляют интерес 
для создания новых лидерных структур с потенциальной противоопухолевой активностью. Резуль-
таты работы могут найти применение в научно-исследовательских лабораториях молекулярно- 
биологического и биохимического профиля. Очищенная GSTP1 также может использоваться как 
биоаналитический реагент в диагностических тест-системах для оценки токсичности различ-
ных ксенобиотиков. 
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СИНТЕЗ НОВЫХ ТИАЗОЛО[3,2-А]ПИРИМИДИНОВ 
И IN SILICO АНАЛИЗ ИХ БИОАКТИВНОСТИ

Аннотация. Разработан эффективный метод получения и синтезированы новые тиазоло[3,2-a]пиримидины, со-
держащие н-пентановый или β-гидроксициклопропановый, а также флуоресцирующий бензо[f]кумариновый заме-
стители с выходами более 60 %. Компьютерными методами (in silico) показана способность полученных соединений 
проникать через липидный бислой и оценено их сродство к ряду протеинкиназ (соединения 4 и 6 связываются 
с протеинкиназой AKT1 с кодом PDB 3о96; величины, рассчитываемые программой Autodock Vina энергии связыва-
ния (Ebind), составили: -10,9 и -10,6 ккал/моль), ацетилхолинэстеразе и цитохромам P450 человека (для цитохро- 
ма P450 3A4, pdb 5vcd, Ebind -12,3 ккал/моль).

Ключевые слова: тиазоло[3,2-a]пиримидины, гидроксициклопропаны, бензо[f]кумарины, in silico анализ про-
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SYNTHESIS OF NEW THIAZOLO[3,2-A]PYRIMIDINE DERIVATIVES 
AND IN SILICO ANALYSIS OF THEIR BIOACTIVITY

Аннотация. An effective method of synthesis thiazolo[3,2-a]pyrimidine derivatives was developed and the compounds 
with n-pentyl or β-acetoxycyclopropyl as well as fluorescent benzo[f]coumarin substituents were obtained with yields 60 % 
and more. Using computational (in silico) approaches we demonstrated the ability of the obtained compounds to permeate lipid 
bilayer as well as their affinity to some protein kinases (compounds 4 and 6 bind with a protein kinase AKT1 with PDB code 3о96; 
Autodock Vina-computed energy of binding (Ebind) values were -10.9 and -10.6 kcal/mol, respectively), acethylcholine esterase 
and some human cytochromes P450 (for P450 3A4, pdb 5vcd, Ebind -12.3 kcal/mol).
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Введение. Традиционные методы получения тиазоло[3,2-a]пиримидинов из предшественни-
ков 3,4-дигидропиримидин-2(1H)-тионов (продуктов мультикомпонентной реакции Биджинелли, 
обладающих различными видами биоактивности [1]) с 1,2-диалкилирующими реагентами, напри-
мер с α-галогенированными кетонами или эфирами [2]. В современных зарубежных публикациях 
производные тиазоло[3,2-a]пиримидинов характеризуются наличием цитотоксичной активности 
против раковых клеток [3, 4]. Структурно близкие тиено[2,3-d]пиримидины и тиазоло[5,4-d]пири-
мидины описаны как потенциальные противораковые пероральные ингибиторы фосфоинозитид- 
3-киназы [5]. Такие вещества также описаны как ингибиторы ацетилхолинэстеразы – потенциаль-
ные лекарства для лечения заболеваний периферической нервной системы (неврит, полиневрит, 
полиневропатия, полирадикулопатия), паралича, пареза и болезни Альцгеймера [6]. В литературе 
упоминается ряд белков-мишеней для производных 3,4-дигидропиримидин-2(1H)-тионов и тиа-
золо[3,2-a]пиримидинов, среди которых протеинкиназа B [7], β-глюкуронидаза [8], микросомаль-
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ная простагландин E2-синтаза-1 [9], белки семейства Bсl-2 [10], фосфатаза 25-го цикла деления кле-
ток [11], циклооксигеназа-2 [12], связанных с патогенезом раковых заболеваний, с гемагглютинин- 
нейраминидазой вируса болезни Ньюкасла [13], интегразой ВИЧ-1 [14], кальциевым каналом [15].

Цель работы – синтез новых производных тиазоло[3, 2-a]пиримидинов на основании 3,4-ди-
гидропиримидин-2(1H)-тионов 1–3 (рис. 1), а также в оценке биологических свойств полученных 
уникальных тиазоло[3, 2-a]пиримидинов 4–6 с использованием методов in silico (проницаемость 
через мембрану, докинга) в сравнении с некоторыми соединениями (рис. 2) [7–15].

Оригинальными аспектами in silico части данной работы является тестирование большого 
числа структур потенциальных белков-мишеней, выбранных на основе данных вышеприведен-
ной литературы и вовлечение в расчеты структур цитохромов P450 – гемсодержащих моноокси-
геназ, ответственных как за биосинтез важных биорегуляторов (например, стероидных гормо-
нов, желчных кислот, эйкозаноидов), так и биодеградацию множества известных лекарств [16, 17]. 
Такие расчеты обычно не проводятся в аналогичных работах несмотря на важность интеракций 
позиционирующихся как потенциальные лекарства веществ с P450. Аналогично обстоит дело 
с оценкой проницаемости через мембрану. Также присутствующие в структурах 4–6 циклопро-
пановые фрагменты при окислении P450 могут генерировать электрофильные метаболиты [18]. 
Способность бензо[f]кумаринов флуоресцировать и собственные биологические свойства при-
дают дополнительный интерес для их биологических исследований [19]. Для синтеза тиазо-
ло[3,2-a]пиримидинов 4–6 по реакции Ганча осуществлялось кипячение в уксусной кислоте 
3,4-дигидропиримидин-2(1H)-тионов 1–3 и 3-(2-бромацетил)бензо[f]кумарина (7), что позволило 
получить соединения 4–6 с умеренными выходами в 60–65 % (рис. 1). 

Чтобы оценить биологические свойства 4–6 была проведена in silico оценка проникнове- 
ния исследуемых веществ в клетку по механизму пассивной диффузии через липидный бислой 
при помощи сервиса PerMM (Permeability of Molecules across Membranes) [20], который позволяет 
на основании 3D структуры исследуемой молекулы предсказать проницаемость мембраны 
для пассивной диффузии этой молекулы. Основные результаты даного теста приведены в табл. 1. 

Рис. 1. Схема химического синтеза производных тиазоло[3, 2-a]пиримидинов 4–6, содержащих н-пентановый 
(или ацетоксициклопропановый) и бензо[f]кумариновый заместители 

Fig. 1. Scheme of chemical synthesis of thiazolo[3,2-a]pyrimidine derivatives 4–6, bearing n-penthyl (or acethoxycyclopropyl) 
and benzo[f]coumarin substituents 

Рис. 2. Химические формулы соединений 8–10, описанных в [7–15], выбранных для in silico сравнения биологических 
свойств оригинальных соединений 4–6

Fig. 2. Chemical formulas of compounds 8–10 from [7–15] selected for in silico comparison of biological properties pf original 
compounds 4–6
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Логарифмы коэффициентов проницаемости для моделей трех различных мембран имеют 
значение, превышающее –4,35, следовательно, 4–6 даже превосходят по этим параметрам ранее 
описанные производные 8–10, т. е. способны участвовать во внутриклеточных процессах [20].

Компьютерное моделирование белок-лигандных взаимодействий (молекулярный докинг) 
является современным подходом для предварительной оценки эффективности и пространствен-
ных особенностей взаимодействия низкомолекулярных соединений с белками. В результате про-
веденного докинга соединений 4–6 и 8–10 получено множество моделей комплексов белок–лиганд, 
которые характеризовались рассчитываемой программой Autodock Vina энергией связывания (Ebind) 
в диапазоне от –11,6 (8 со структурой ацетилхолинэстеразы PDB с кодом 2ace) до –5,9 ккал/моль 
(10 со структурой циклинзависимой киназы CDK2 с кодом PDB 2c6i). Данные по in silico взаимо-
действию с двумя структурами киназ показаны в табл. 2; для контрольных соединений 8–10 луч-
шее (меньшее) значение Ebind в случае CDK2 (PDB 1aq1) найдено для 8 и составило –9,4 ккал/моль, 
для структуры в случае AKT1 (PDB 3o96) оно также найдено для 8 и составило –11,4 ккал/моль.

Т а б л и ц а  2.  Значения Ebind и аминокислотное окружение 4–6 в комплексах с киназами

T a b l e  2.  Ebind values and amino acids surrounding for 4–6 in complexes with kinases

PDB Код 
белка

Номер 
соединения

Описание 
белка

Ebind, 
ккал/моль Аминокислотное окружение лиганда в комплексе (0,4 нм)

1aq1 4 CDK2 –9,1 Gly11, Glu12, Ile10, Asp86, Leu83, Leu134, His84, Gln85, Ala31, Val18, Phe80, 
Glu81, Gln131, Asn132, Ala144, Asp145, Gly13

1aq1 5 CDK2 –7,2 Arg214, Arg217, Arg200, Ala201, Thr198, Val251, Lys250, Pro253, Thr218, 
Leu202, Phe203

1aq1 6 CDK2 –7,2 Arg217, Arg200, Ala201, Leu202, Arg214, Thr198, Val251, Lys250, Pro253, 
Thr218

3o96 4 AKT1 –10,9 Asn53, Ser56, Ala58, Trp80, Ser205, Lys268, Val201, Val270, Leu264, Asn199, 
Gln59, Leu78, Gln79

3o96 5 AKT1 –9,3 Asn199, Val201, Lys268, Trp80, Asn53, Val270, Leu264, Ser205, Gln59, Leu78
3o96 6 AKT1 –10,6 Asn53, Ala58, Trp80, Ser205, Lys268, Val201, Leu264, Val270, Asn199, Gln59, 

Leu78, Gln79

Отметим, что оригинальная структура 4 показала схожую аффинность, что указывает на пер-
спективу его дальнейшего исследования. При моделировании взаимодействий соединений с аце-
тилхолинэстеразой были получены результаты, которые представлены в табл. 3. 

Для контрольных соединений 8–10 лучшее (меньшее) значение Ebind в случае данной струк-
туры AChE найдено для 8 и составило –11,3 ккал/моль. Отметим, что оригинальная структура 
показала схожую аффинность, что указывает на перспективу его дальнейшего исследования.

При моделировании взаимодействия цитохромов P450 человека с соединением 4, которое по-
казало лучшую аффинность к киназе AKT1 и ацетилхолинэстеразе, определены взаимодействия, 

Т а б л и ц а  1.  Теоретически рассчитанные значения свободной энергии связывания и логорифмов 
коэффициентов проницаемости различных мембран для соединений 4–6 и контрольных соединений 8–10 [7–15]

T a b l e  1.  Theoretically calculated values for free energy of binding with a membrane, 
Logs of permeability coefficients of different membranes for 4–6 and control compounds 8–10 [7–15]

Соединение Свободная энергия 
связывания, ккал/моль

Log коэффициента проницаемости 
(плазматическая мембрана)

Log коэффициента 
проницаемости (ГЭБ)*

Log коэффициента 
проницаемости (Caco-2)**

4 –7,37 2,20 –2,12 –2,92
5 –6,23 1,10 –2,51 –3,20
6 –6,09 0,94 –2,56 –3,24
8 –4,84 –2,38 –3,74 –4,09
9 –4,18 –3,20 –4,02 –4,30
10 –6,04 –0,28 –2,99 –3,55

* pH 7,35, Т = 37 °С; значения LogP > –4,35 для ГЭБ указывают на способность вещества к пассивному транспорту 
через соответствующие мембраны. ** Относительно мембраны клеток колоректальной аденокарциномы человека [20].
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характеризующиеся Ebind = от –12,3 до –5,7 ккал/моль (структура P450 2B6 (Y226H/K262R) с ко-
дом 3qu8. Наилучшие по величинам Ebind пять интеракций представлены в табл. 4.

Из полученных данных видно, что наиболее аффинные взаимодействия реализовались в слу-
чае структур метаболизирующего лекарства цитохрома P450 печени, CYP3A4 (табл. 4, строки 1–4). 
Соответственно это следует учитывать при биологическом тестировании данного соединения. 
Наиболее аффинные взаимодействия получены для алЬдостеронсинтазы CYP11B2.

Материалы и оборудование. Использованные в ходе работы реактивы и растворители имели 
квалификацию «ч.» и «ч. д. а.». Оценку индивидуальности синтезируемых веществ и наблюде-
ние за ходом проводимых реакций осуществляли методом ТСХ на пластинках «Sorbfil». В каче-
стве элюента использованы смеси растворителей – петролейный эфир и этилацетат в различных 
соотношениях. Выделение индивидуальных веществ осуществляли методом колоночной хрома-
тографии на силикагеле (70–230 меш) производства фирмы Merck с использованием в качестве 
элюентов смесей тех же растворителей. Спектры 1H ЯМР 5–10 % растворов синтезированных 
соединений в дейтерохлороформе (CDCl3) были получены на приборе Bruker Avanсe – 500 (Гер-
мания) с рабочей частотой 500 МГц. Химические сдвиги измеряли по шкале δ сигнала остаточных 
протонов дейтерохлороформа (δ = 7,26 м.д.). ИК спектры веществ записаны в пленке на спектро-
фотометре Bruker FT – IR Alpha (Германия). 

Общая методика получения тиазолов 4–6. К раствору 1,0 ммоль 3,4-дигидропиримидин- 
2(1H)-тионов 1–3 добавляли 1,2 ммоль (0,38 г) 2-(бромацетил)-3H-бензо[ f ]хромен-3-она (7) и ки-
пятили 12 ч в 10 мл уксусной кислоты до полного завершения реакции. Кислоту нейтрализовы-
вали 10 %-ным водным раствором аммиака, продукт реакции из водного слоя экстрагировали 

Т а б л и ц а  3.  Значения Ebind и аминокислотное окружение 4–6 в cмоделированных комплексах 
с ацетилхолинэстеразой (AChE)

T a b l e  3.  Ebind values and amino acids surrounding for 4–6 in modeled complexes 
with acethylcholine esterase (AChE)

PDB Код 
белка

Номер 
соединения

Описание 
белка

Ebind, 
ккал/моль Аминокислотное окружение лиганда в комплексе (0,4 нм)

1h22 4 AchE –11,1 Tyr121, Gly118, Ser122, Trp84, Asp72, Phe330, Tyr334, Phe331, Trp279, His440, 
Gly441, Glu199, Ser200

1h22 5 AchE –7,8 Asn525, His406, Asn230, Pro403, Pro232, Ser235, Ile296, Leu305, Glu306, 
Pro529, His362, His398

1h22 6 AchE –8,3 Leu305, Glu306, Trp524, Pro529, Asn230, His398, Asn525, His362, Leu532, 
Pro232, Ser235

Т а б л и ц а  4.  Значения Ebind и аминокислотное окружение 4 в cмоделированных комплексах 
с цитохромами P450 человека 

T a b l e  4.  Ebind values and amino acids surrounding for 4 in modeled complexes with human P450

PDB Код 
белка

Номер 
соединения

Описание 
белка

Ebind, 
ккал/моль Аминокислотное окружение лиганда в комплексе (0,4 нм)

5vcd 4 CYP3A4 –12,3 Arg212, Arg105, Ser119, HEM601, Arg106, Phe108, Glu374, Phe215, Thr224, 
Phe220, Phe213, Phe304

6ma7 4 CYP3A4 –11,8 HEM601, Arg105, Ala370, Arg372, Phe215, Phe57, Phe108, Phe304, Arg212, 
Thr309

6bcz 4 CYP3A4 –11,7 Arg212, HEM601, Arg105, Arg372, Leu373, Glu374, Ala370, Phe57, Phe215, 
Arg106, Phe108, Phe304

6bd6 4 CYP3A4 –11,6 Arg212, HEM601, Arg105, Arg372, Leu373, Glu374, Ala370, Arg106, Phe215, 
Phe57, Pro107, Phe108

5vcc 4 CYP3A4 –11,6 Arg212, Arg105, Ser119, HEM601, Arg106, Phe108, Glu374, Phe215, Thr224, 
Phe220, Phe213, Phe304

4dvq 4 CYP11B2 –11,1 Phe381, HEM601, Gly379, Phe130, Leu382, Thr318, Trp116, Glu310, Gly314, 
Phe231, Trp260, Ala313

4zgx 4 CYP11B2 –10,8 Phe130, Phe381, HEM601, Arg110, Leu382, Glu383, Gly379, Val378, Ile488, 
Phe231, Phe487, Trp116
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ЕtОАс (3×15 мл), объединенные органические вытяжки сушили Na2SO4. После удаления раство-
рителя при пониженном давлении, продукт выделяли колоночной хроматографией (элюент – 
смесь петролейного эфира и EtOAc).

2-(6-Ацетил-7-метил-5-пентил-5H-[1,3]тиазоло[3,2-a]пиримидин-3-ил)-3H-бензо[f]хромен- 
3-он (4). Выход 60 %. ИК спектр, ν, см–1: 1609, 1558, 1458, 1444, 1316, 1237, 1180. Спектр ЯМР 1H, 
δ, м.д.: 0,68 т [3Н, (СН2)4СН3, J 7,1 Гц], 0,82–1,75 м [8Н, (СН2)4СН3], 2,45 с (3Н, CH3С=), 2,46 с (3Н, 
CH3C=О), 5,53 т [1Н, СН(СН2)4СН3, J 5,8 Гц], 6,82 с (1H, =СНS), 7,38 д (1Н, Рh, J 7,8 Гц), 7,54 д (1Н, Рh, 
J 8,9 Гц), 7,59–7,87 м (2Н, Рh), 7,98 д (1H, Рh, J 8,2 Гц), 8,11 д (1H, Рh, J 9,1 Гц), 8,30 д (1H, Рh, J 8,2 Гц), 
8,53 с (1H, С=СН). Найдено, %: С 67,51; Н 8,68. C27H26N2O3S. Вычислено, %: С 70,72; Н 5,71. 

1-{[6-Ацетил-7-метил-3-(3-оксо-3H-бензо[f]хромен-2-ил)-5H-[1,3]тиазоло[3,2-a]пиримидин- 
5-ил]метил}циклопропил ацетат (5). Выход 65 %. ИК спектр, ν, см–1: 1749, 1684, 1652, 1541, 1521, 
1223, 1067. Спектр ЯМР 1H, δ, м.д.: 0,13–0,18 м (1Н, CH2циклопроп), 0,46–0,51 м (1Н, CH2циклопроп), 
0,56–0,61 м (1Н, CH2циклопроп), 0,68–0,73 м (1Н, CH2циклопроп), 1,92–2,11 м (2H, СНСН2С), 2,44 с (3Н, 
CH3С=), 2,45 с (3Н, CH3C=О), 2,47 с [3Н, CH3C(=О)О], 2,19–2,36 м (2H, СНСН2С), 5,80 д.д (1H, 
СНСН2С, J1 8,6 Гц, J2 3,7 Гц), 7,02 с (1H, =СНS), 7,52 д (1Н, Рh, J 9,0 Гц), 7,64 т (1H, Рh, J 7,5 Гц), 
7,80 т (1H, Рh, J 7,7 Гц), 7,96 д (1Н, Рh, J 8,1 Гц), 8,09 д (1H, Рh, J 9,0 Гц), 8,34 (1H, Рh, J 8,5 Гц), 
8,50 с (1H, С=СН). Найдено, %: С 67,51; Н 8,68. C28H24N2O5S. Вычислено, %: С 67,18; Н 4,83. 

Этил 5-{[1-(ацетилокси)циклопропил]метил}-7-метил-3-(3-оксо-3H-бензо[f]хромен-2-ил)- 
5H-[1,3]тиазоло[3,2-a]пиримидин-6-карбоксилат (6). Выход 69 %. ИК спектр, ν, см–1: 1714, 
1591, 1488, 1258, 1217, 1101. Спектр ЯМР 1H, δ, м.д.: 0,09–0,14 м (1Н, CH2циклопроп), 0,49–0,54 м (1Н, 
CH2циклопроп), 0,63 д.д.д (1Н, CH2циклопроп, J1 13,7 Гц, J2 12,0 Гц, J3 6,9 Гц), 0,74–0,79 м (1Н, CH2циклопроп), 
1,11 т (3Н, CH3CH2О, J 7,0 Гц), 1,16–1,72 м (2Н, СНСН2С), 2,49 с (6Н, CH3C=О, CH3С=), 4,07–4,26 м 
(2Н, CH3CH2О), 5,62–5,68 м (1H, СНСН2С), 7,09 с (1H, =СНS), 7,51 д (1Н, Рh, J 9,0 Гц), 7,57–7,83 м 
(2Н, Рh), 7,96 д (1Н, Рh, J 8,0 Гц), 8,10 д (1H, Рh, J 10,5 Гц), 8,29 д (1H, Рh, J 8.5 Гц), 8,50 с (1H, 
С=СН). Найдено, %: С 67,51; Н 8,68. C29H26N2O6S. Вычислено, %: С 65,65; Н 4,94.

Расчеты и анализ результатов поведены с использованием программного пакета 
AutoDockTools 1.5.6 и программы Autodock Vina, используя параметры тщательности (exhaustiveness) 
и число моделей (number of models), равными 12 и 5 соответственно. Из интернет-ресурса Protein 
Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/) для докинга были отобраны структуры киназ (3O96, 3MVH, 
2C5Y, 2C6Y, 1A9U, 1AQ1, 3CQU, 4GV1), ацетилхолинэстеразы (1H22, 2ACE, 1B41) и цитохро- 
мов P450 человека (180 структур). Для подготовки структур лигандов использовали программ-
ный комплекс ChemBioDraw и молекулярный редактор Avogadro для генерации 3D-структур, 
MGL Tools для преобразования формата лигандов и анализа результатов. Эффективность связы-
вания оценивали по автометически рассчитывемому программой Autodock Vina параметру энер-
гии взаимодействия (docking score, binding energy, Ebind) как параметр аффинности взаимодей-
ствия. Расчеты проводились для R-изомеров соединений 4–6. В тексте приведены данные только 
для лучших взаимодействий среди белков одного типа. Анализ проницаемости соединений 
через фосфолипидные мембраны in silico был проведен согласно [20].

Заключение. Выполнен синтез уникальных гетероциклических соединений, одновременно со-
держащих фрагменты тиазола, пиримидина, циклопропанола и флуоресцентного бензо[f]кумарина 
с умеренным выходом. Компьютерными методами (in silico) показана способность полученных 
соединений проникать через липидный бислой. Методом молекулярного докинга показано, что 
соединения 4 и 6 связываются с протеинкиназой AKT1 (код PDB 3о96) с величинами, рассчиты-
ваемой программой Autodock Vina, энергии связывания –10,9 и –10,6 ккал/моль соответственно. 
Оценено in silico сродство ацетилхолинэстеразе и цитохромам P450 человека, что выгодно отли-
чает данное исследование от аналогичных, тестирующих соединение только к желаемым белкам- 
мишеням. В целом использование методов in silico для прогноза биологической активности веществ 
предоставляет уникальные возможности для научной кооперации ученых с целью выбора наи-
более перспективных направлений синтеза и применения новых и ранее полученных соединений.
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ТЕПЛОИЗОЛЯЦИОННЫЙ ПОРИСТЫЙ МАТЕРИАЛ 
НА ОСНОВЕ ГЛАУКОНИТСОДЕРЖАЩИХ ПЕСКОВ И АЛЕВРИТОВ 
НОВОДВОРСКОГО МЕСТОРОЖДЕНИЯ РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ

Аннотация. Приведены результаты исследования по получению теплоизоляционных пористых керамических 
материалов с использованием вскрышных пород Новодворского месторождения Пинского района Брестской области 
в качестве основного компонента сырьевых композиций и рекомендовано использование валовой породы, состоящей 
из глауконитовых песков и алевритов. В качестве дополнительных составляющих использованы легкоплавкая гли-
на, базальт и порообразователь, рациональное сочетание которых обеспечивает формовочную способность керами-
ческих масс и необходимый комплекс физико-химических свойств материала. Установлена зависимость показателей 
насыпной плотности, коэффициента вспучивания, коэффициента теплопроводности от химико-минерального состава 
используемых пород и сырьевых композиций, что явилось критерием выбора составов с максимальным использова-
нием вскрышной породы и необходимой пластичностью керамической массы, требуемой для осуществления про-
цесса формования сырцовых гранул. Результаты исследования могут служить основанием для масштабного исполь-
зования не только полезных ископаемых Новодворского месторождения (базальтов и туфов), но и попутных – глауко-
нитсодержащих вскрышных пород, что внесет существенный вклад в расширение минерально-сырьевой базы 
Республики Беларусь.

Ключевые слова: глауконитсодержащие породы, пески, алевриты, алевролиты, теплоизоляционный материал, 
пористость, объемная плотность, коэффициент теплопроводности, термообработка
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HEAT-INSULATING POROUS MATERIAL BASED ON GLAUCONITE-CONTAINING SANDS 
AND ALEURITES OF THE NOVODVORSKOYE DEPOSIT OF THE REPUBLIC OF BELARUS

Abstract. The results on the research of heat-insulating porous ceramic materials produced using overburden rocks 
of the Novodvorsk deposit of Pinsk district of the Brest region as the main component of raw materials are presented in the study 
and the use of bulk rock consisting of glauconite sands and aleurites is recommended. Low-melting clay, basalt and a blowing 
agent are used as additional components, rational combination of which would ensure the forming ability of ceramic masses 
and the required set of the physicochemical properties of the material. The dependence of the bulk density, swelling coefficient, 
coefficient of thermal conductivity on the chemical and mineral composition of the used and raw materials is established,  
wich is the criteria for choosing composition with the maximum use of overburden and the necessary plasticity of the ceramic mass 
required for the molding process of raw granules. The obtained results can serve as a basis for the large-scale use of not only 
the minerals of the Novodvorsk deposit (basalts and tuffs), but also associated – glauconite-containing overburden. This will make 
a significant contribution to the expanding the mineral resource base of the Republic of Belarus.
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coefficient of thermal conductivity, heat treatment
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Введение. Актуальной задачей промышленности является расширение минерально-сырьевой 
базы стекольной и керамической отраслей за счет широкого использования полезных ископае-
мых новых месторождений. В Республике Беларусь завершены работы по предварительной раз-
ведке базальтов и туфов месторождения Новодворское Пинского района Брестской области [1]. 
На основании этого Министерство природных ресурсов и охраны окружающей среды РБ утвер-
дило суммарные запасы базальтов и туфов по категориям С1+С2, подсчитанные на площади 
144,5 га, в объеме 164,1 млн т. По данному месторождению также утверждены предварительно 
оцененные запасы попутных полезных ископаемых, залегающих во вскрышных породах место-
рождения, к которым относятся глауконитсодержащие породы (пески, алевриты, алевролиты) 
в объеме 10,1 млн м3.

Ранее в Беларуси проводились исследования глауконитовых пород и концентратов с целью 
изучения их качественных и технологических характеристик, а также возможных областей приме-
нения в промышленном производстве и сельском хозяйстве. Так, изучалась возможность исполь-
зования глауконитсодержащих пород и глауконитового концентрата месторождений «Добруш» 
(Гомельская область) и «Карповцы» (Гродненская область) в качестве сорбентов и ионообменни-
ков для получения пигмента, используемого в производстве глазурованной плитки, керамиче-
ских изделий, масляных, клеевых и известковых красок, а также в качестве удобрения и струк-
турирующего почву материала в растениеводстве [2–13]. 

Строение толщи Новодворского месторождения, приведенное в табл. 1, позволило оценить 
местоположение изучаемых пород (пласт 1–3) и их мощность. 

Т а б л и ц а  1.  Строение толщи Новодворского месторождения

T a b l e  1.  Structure of the stratum of the Novodvorskoye deposit

Название породы Средняя мощность, м

Вскрыша 1,26
Песок строительный 20,52
Породы глауконитсодержащие (пласт 1) 12,7
Внутренняя вскрыша (пласт 2) 9,1
Породы глауконитсодержащие (пласт 3) 6,2
Породы базальтовые (Т2+Т1) 17,2
Туф (Т3) прослой в 70 % скважин 5,9
Породы базальтовые (Т2+Т1) 6,4
Туф и туффит (Т3) 26,3

Глауконитсодержащие породы представляют собой глауконит-кварцевые слюдистые алеври-
ты и алевролиты. Содержание минерала глауконита (К(Fe3+, Al, Fe2+, Mg), [Al Si3 O10](ОH)2 ∙ nН2О) 
в породах варьирует в пределах 10–25 мас.%; остальные минералы представлены преимущественно 
кварцем (SiO2), полевыми шпатами (альбит Na[AlSI3O8], анортит Са[AI2Si2O8], ортоклаз K[AlSi3O8]), 
каолинитом (Al4[Si4O10](OH)8), мусковитом (KAl2[AISi3O10](OH)2); возможно присутствие сиде-
рита (FeCO3) и фосфатов ((CH3O)nP(O)(OH)3–n) в небольших количествах [1].

По химико-минеральному составу, как первому и главному признаку пригодности сырья, глауко-
нитовые пески и алевриты являются перспективной сырьевой основой для получения силикат-
ных материалов, однако вопрос их использования для получения керамических пористых тепло-
изоляционных материалов остается практически неизученным.

Цель настоящего исследования – разработка рецептуры сырьевых композиций и технологиче-
ских параметров получения теплоизоляционных пористых керамических материалов на основе 
глауконитсодержащих пород Новодворского месторождения, а также установление зависимостей 
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физико-химических свойств от химико-минерального состава и режимов термообработки ма-
териала.

Объектом исследования являются керамические массы, содержащие в качестве основного 
компонента валовую пробу трех вышеуказанных горизонтов (табл. 1), а также пластификатор – 
легкоплавкую глину, плавни – различные магматические породы кристаллического фундамента 
Республики Беларусь (базальт, гранитоиды) и техногенные отходы промышленности (пыль газо-
очистительных установок различных производств).

Методика исследований. Проведение исследования базировалось на основании определе-
ния температурных интервалов плавления вскрышных глауконитсодержащих пород при термо-
обработке как критериального фактора, обеспечивающего формирование структуры теплоизоля-
ционных пористых керамических материалов, с последующей разработкой рецептур их сырье-
вых композиций и изучением зависимости показателей физико-химических свойств от составов 
и температурных параметров термической обработки.

Для изготовления теплоизоляционного пористого материала приготовление массы осущест-
вляли поэтапно путем тщательного смешивания в сухом состоянии тонкомолотой глауконитсо-
держащей породы и порообразователя, затем добавляли пластификатор, плавень и воду. Далее 
в грануляторе формовали полуфабрикат в виде сырцовых гранул, которые подсушивались в есте-
ственных условиях и поступали на термическую обработку по режиму, обеспечивающему за-
данный коэффициент вспучивания и объемную плотность. 

Физико-химические процессы при нагревании исследуемых образцов породы и сырьевых ком-
позиций анализировали по кривым ДСК, полученным с помощью дифференциально-сканирую-
щего калориметра DSC 404 F3 Pegasus (NETZSCH, Германия) в интервале температур 30–1400 °С 
в среде аргона (Ar).

Определение элементного химического состава осуществляли с использованием сканирую-
щего электронного микроскопа JSM-5610 LV, оснащенного системой электронно-зондового энер-
годисперсионного химического анализа EDX JED-2201 (JEOL, Япония) и программным обеспе-
чением с возможностью автоматической идентификации характеристических максимумов рент-
геновского излучения элементов. В соответствии с нормативно-техническими документами 
(СТБ ЕН 13055-1 и СТБ ЕН 14013-1) определялись основные свойства полученных материалов.

Результаты и их обсуждение. На первом этапе исследования проведено изучение физико- 
химических процессов и фазовых превращений при нагревании в интервале 30–1400 °С экспе-
риментальных пород трех вышеуказанных горизонтов и их валовой пробы (рис. 1).

По результатам дифференциальной сканирующей калориметрии (рис. 1) установлено, что 
в исследуемых пробах глауконитсодержащих пород в интервале температур 80–145 °С наблю- 
даются эндотермические эффекты, обусловленные удалением свободной и физически связанной 
воды. Экзотермический эффект при 305–410 °С обусловлен окислением структурного железа (II) 
и переходом его в трехвалентное состояние, а также сгоранием органических примесей, присут-
ствующих в исследуемых пробах. При температурах 490–540 °С происходит удаление конститу-
ционной воды из слоистой структуры глинистых и гидрослюдистых минералов (каолинит, му-
сковит, глауконит и др.) и их последующее разложение. Эндоэффект в интервале температур 
572–578 °С объясняется полиморфным превращением кварца, в интервале температур 870–910 °С – 
процессами диссоциации карбонатов кальция и магния и удалением ионов OH–, присутствующих 
в структуре глауконита и глинистых минералов. При температурах 900–940 °С происходит про-
цесс формирования кристаллической фазы (вероятно, муллита) с выделением тепла. Начало плав-
ления, согласно кривым ДСК, фиксируется при температурах выше 1200 °С, о чем свидетель-
ствует небольшое снижение величины теплового потока в данном интервале температур. В связи 
с этим целесообразным является введение плавня, роль которого может выполнять более легко-
плавкий базальт, являющийся полезным ископаемым этого же месторождения, залегающим ниже 
трех горизонтов вскрышных пород [1], используемых в данном исследовании. Для обоснованного 
подхода к вопросу корректировки сырьевых композиций, основу которых составляют тугоплав-
кие вскрышные породы (индексы приведены на рис. 1), определен их химический состав с исполь-
зованием электронно-зондового энергодисперсионного химического анализа (табл. 2). 
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Т а б л и ц а  2.  Химический состав проб порошкообразного исходного сырья

T a b l e  2.  Chemical composition of powder samples of raw materials

Индекс пробы
Массовое содержание оксидов, %

SiO2 Al2O3 TiO2 FeO CaO MgO K2O Na2O MnO SO3

В 70,07 10,04 0,74 14,19 0,74 – 2,74 – – 1,48
ВВ 75,65 7,63 – 11,97 0,77 1,30 2,22 – – 0,46
Н 69,53 9,15 0,65 13,65 1,10 0,76 2,70 1,01 0,41 1,05

ОВ 74,26 8,28 0,79 9,29 1,21 1,79 1,96 0,34 0,14 1,94

Данные по химическому оксидному составу пород каждого горизонта и общей валовой про-
бы свидетельствуют о значительном суммарном содержании тугоплавких оксидов (SiO2 + Al2O3), 
составляющем 78,68–83,28 мас.%. Породы трех горизонтов по химическому составу близки, 
а поскольку их селективная добыча не представляется возможной, наиболее целесообразным 
является изучение сырьевых композиций на основе породы валового состава (проба ОВ, табл. 2).

Учитывая опыт предыдущих исследований по получению теплоизоляционных пористых ма-
териалов на основе магматических пород [14], для обеспечения необходимых формовочных 
свойств керамических масс экспериментальные сырьевые композиции были дополнены легко-
плавкой глиной, базальтом, гранитоидными отсевами и пылевидными отходами электропла-
вильного производства стали (пыль ПГУ), производства цемента (пыль ОПЦ) и извести (пыль 
ОПИ). Химический состав вышеуказанных компонентов представлен в табл. 3, качественный 
состав сырьевых композиций – в табл. 4.

По результатам ранее проведенных исследований изучения пористых теплоизоляционных 
материалов на основе магматических пород [15] определено, что оптимальным температурным 
интервалом обжига является 1190 ± 5 °С. Отформованные и высушенные сырцовые гранулы экспе-
риментальных составов (табл. 4) были подвергнуты термической обработке, затем оценивались 
основные критериальные показатели свойств – объемная плотность (рис. 2, а), коэффициент вспу-
чивания (рис. 2, b) и водопоглощение (рис. 2, c). 

Рис. 1. Кривые ДСК исходных глауконитсодержащих пород и валовой пробы. Обозначения: В – верхний горизонт 
(глауконитовые пески и алевриты); ВВ – внутренняя вскрыша (глауконитсодержащий песок); Н – нижний горизонт 

(алевролиты); ОВ – валовая проба

Fig. 1. DSC curves of initial glauconite-containing rocks and bulk sample. Designations: B – upper horizon (glauconite sands 
and silts); BB – internal overburden (glauconite-containing sand); H – lower horizon (siltstones); ОВ – bulk sample
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Т а б л и ц а  3.  Химический состав дополнительных компонентов

T a b l e  3.  Chemical composition of additional components

Компонент
Массовое содержание оксидов, %

SiO2 Al2O3 CaO MgO FeO+Fe2O3 K2O+Na2O TiO2 Р2О5 MnO ZnO Cr2O3 SO3 Cl CuO п.п.п.

Глина 
«Лукомль» 56,00 14,10 5,70 3,10 7,60 4,50 – – – – – – – – 9,00

Базальт 46,11 11,49 5,00 7,87 14,00 4,30 1,74 0,31 – – – – – – 9,18
Гранитоиды 61,63 14,86 4,38 3,32 8,94 2,52 0,93 0,35 0,19 – – – – – 2,87
Пыль ПГУ 3,12 1,03 3,82 – 34,42 7,63 – – – 42,24 0,29 1,23 2,63 1,92 1,67
Пыль ОПЦ 4,96 3,14 37,77 0,26 1,04 29,63 0,25 – – 2,60 – 12,00 – 2,81 5,54
Пыль ОПИ 5,93 1,68 85,17 0,18 0,40 1,76 – – – – – – – – 4,88

Т а б л и ц а  4.  Качественные составы сырьевых композиций

T a b l e  4.  Qualitative compositions of raw materials

Компоненты
Номер сырьевой композиции

1* 2 3 4* 5* 6* 7 8

Валовая проба пород трех горизонтов (ОВ) + + + + + + + +
Легкоплавкая глина «Лукомль» + + + + + + + +
Порообразователь (SiC) + + + + + + + +
Базальт – – – – – – + –
Гранитоидные отсевы – – – – – – – +
Пылевидные отходы сталеплавильного производства (пыль ПГУ) – – – + – + – –
Пылевидные отходы получения цемента (пыль ОПЦ) – + – – – – – –
Пылевидные отходы получения извести (пыль ОПИ) – – + – – – – –

* Составы № 1 и 5, 4 и 6 отличаются содержанием компонентов.

Комплексный анализ показателей физико-химических свойств и характера пористости явился 
основой для выбора перспективных составов сырьевых композиций, при этом учитывался фак-
тор максимального использования вскрышной породы, с одной стороны, и обеспечения необхо-
димой пластичности керамической массы, требуемой для осуществления процесса формования 
сырцовых гранул за счет использования глины, – с другой.

Одновременно производилась визуальная оценка состояния поверхности гранул и их структу-
ры. Характерно, что образцы составов № 2, 3 и 5 (табл. 4.) имели остеклованную поверхность и по-
вышенную объемную плотность; образцы состава № 4 отличались крупнопористой структурой 
и недостаточной прочностью при сжатии (до 1,0 МПа). Анализ результатов определения объемной 
плотности, коэффициента вспучивания, водопоглощения и визуальной оценки экпериментальных 

Рис. 2. Показатели объемной плотности (а), коэффициента вспучивания (b) и водопоглощения (c) экспериментальных 
образцов теплоизоляционных материалов на основе вскрышных пород

Fig. 2. Bulk density (a), swelling coefficient (b) and water absorption (c) of experimental samples of thermal insulation 
materials based on overburden
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образцов показал, что наиболее перспективными для получения пористых теплоизоляционных 
материалов являются составы № 6, 7 и 8, характеризующиеся приемлемыми показателями основ-
ных критериальных свойств. Так, значения объемной плотности образцов № 6, 7 и 8 составляют: 
689, 685 и 730 кг/м3; коэффициента вспучивания – 2,78, 2,44 и 2,19; водопоглощения – 7,32, 10,9 и 8,2 % 
соответственно. 

Для уточнения и конкретизации температурных параметров обжига, обеспечивающих необ-
ходимую пористую структуру при сохранении показателей критериальных свойств, была прове-
дена термическая обработка образцов составов № 6, 7 и 8 при температурах 1180, 1190 и 1200 °С 
с выдержкой на каждой максимальной температурной экспозиции 10 мин (рис. 3).

В результате проведенного эксперимента установлено, что температура обработки 1180 °С 
является недостаточной, поскольку не обеспечивает завершенности процессов порообразования 
в образцах и формирование однородной структуры. В связи с этим рекомендуемая температура 
обжига теплоизоляционных пористых материалов на основе глауконитсодержащих песков и алев-
ритов составляет 1195 ± 5 °С, при которой показатели свойств и структура материалов соответ-
ствуют требованиям нормативно-технической документации.

Таким образом, по комплексу технологических характеристик (пластичность керамической 
массы, спекаемость), показателям физико-химических свойств и характеру пористой структуры 
в качестве оптимального выбран состав № 7 (табл. 4). Помимо этого преимуществом его сырьевой 
композиции является возможность комплексного использования не только попутных полезных 
ископаемых Новодворского месторождения, к которым относятся глауконитсодержащие вскрыш-
ные породы, но и основного полезного ископаемого этого же месторождения – базальта в каче-
стве плавня, что способствует образованию жидкой фазы и активному порообразованию при по-
лучении керамических теплоизоляционных материалов.

На рис. 4 приведены изображения обожженной гранулы состава № 7 и фрагментов ее поверх-
ности и поперечного среза. Следует отметить, что на частично остеклованной поверхности гра-
нулы (рис. 4, a, b) присутствует большое количество открытых мелких пор, что обеспечит адге-
зию цементного теста к поверхности гранул и соответственно прочность легких бетонов. На фо-
тографии среза гранулы (рис. 4, c) видно, что внутренняя структура образца характеризуется 
достаточно равномерным распределением в объеме изометричных пор, размеры которых преиму-
щественно составляют от 0,05 до 0,5 мм. 

Полученный на основе глауконитсодержащих вскрышных пород пористый заполнитель наи-
более востребованной фракции 10–16 мм характеризуется следующими показателями физико- 
химических свойств: объемная плотность – 650–660 кг/м3; насыпная плотность – 420–440 кг/м3; 
коэффициент вспучивания – 2,6–2,8; водопоглощение – 7,3–8,1 %; механическая прочность 

Рис. 3. Показатели коэффициента вспучивания (а), объемной плотности (b) и водопоглощения (c) экспериментальных 
образцов перспективных составов в зависимости от температуры обжига

Fig. 3. Bulk swelling coefficient (а), density (b) and water absorption (c) of experimental samples of promising compositions, 
depending on the annealing temperature
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при сжатии – 2,1–2,3 МПа; коэффициент теплопроводности – 0,085–0,09 Вт/м·К; потери при про-
каливании – 0,16–0,18 %; гидролитическая стойкость – 99,7–99,8 %; химическая устойчивость 
к концентрированной серной кислоте – 98,2–98,5 %, к 20 %-ному раствору NaOH – 95,4–96,1 %; 
удельная эффективная активность естественных радионуклидов – 98–127 Бк/кг, что соответствует 
требованиям нормативно-технической документации, предъявляемым к теплоизоляционным по-
ристым материалам аналогичного назначения. В частности, показатели свойств широко приме-
няемого в строительстве пористого заполнителя легких бетонов – керамзита составляют: насыпная 
плотность не более 600–700 кг/м3; коэффициент теплопроводности не более 0,092–0,130 Вт/м·К; 
водопоглощение – до 20 %; удельная эффективная активность естественных радионуклидов – 
300 Бк/кг. 

Заключение. Результаты исследования по использованию вскрышных пород Новодворского 
месторождения Пинского района Брестской области для получения теплоизоляционных пори-
стых керамических материалов подтвердили целесообразность их применения в составе сырьевых 
композиций, основным компонентом которых является валовая порода, состоящая из глауконит-
содержащих песков, алевритов и алевролитов. В качестве дополнительных составляющих исполь-
зуются пластификатор – легкоплавкая глина, плавень – базальт и порообразователь – карбид 
кремния. Рациональное сочетание указанных компонентов обеспечивает необходимую формо-
вочную способность керамических масс и комплекс физико-химических свойств гранулирован-
ного теплоизоляционного материала. Обладая вышеперечисленными свойствами, разработанный 
на основе глауконитсодержащих вскрышных пород пористый материал может использоваться 
не только в качестве заполнителя легких бетонов и теплоизоляционных блоков, но и в качестве 
теплоизоляционных засыпок, оснований в дорожном строительстве, благоустройстве объектов 
частного домостроения, тепло- и звукоизоляции полов и перекрытий.

Таким образом, попутные полезные ископаемые Новодворского месторождения, к которым 
относятся вскрышные породы – глауконитсодержащие пески, алевриты и алевролиты, являются 
приемлемым белорусским сырьем для получения керамических пористых теплоизоляционных 
материалов. Результаты исследований могут служить рекомендацией для комплексного мас-
штабного использования как основных, так и попутных полезных ископаемых при промышлен-
ной разработке Новодворского месторождения базальтов и туфов, что внесет определенный 
вклад в расширение минерально-сырьевой базы Республики Беларусь и улучшение экологиче-
ской ситуации этого региона.

Рис. 4. Фотография обожженной гранулы (a), фрагментов ее поверхности (b) и поперечного среза (c)

Fig. 4. Photo of the annealed granule (a), fragments of its surface (b) and cross-section (c) 
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ПОВЕРХНОСТНЫЕ И ОПТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА БУМАГИ, 
СОДЕРЖАЩЕЙ КАРБОНАТ КАЛЬЦИЯ 

Аннотация. Исследованы поверхностные и оптические свойства бумаги из карбоната кальция, полученной 
в условиях Узбекско-китайского предприятия Fergana stone paper company (Узбекистан), с целью выявления возмож-
ности ее использования на полиграфических предприятиях для печати многокрасочной продукции с применением 
традиционных способов печати. По результатам количественной оценки качества поверхности косвенным методом 
Бека можно утверждать, что образец бумаги № 1 обладает гладкостью, как у мелованной бумаги (750–1500 с), образцы 
бумаги № 2 и 3, как у бумаг каландрированных, которые можно рекомендовать для изданий с повышенными требова-
ниями к качеству. Меньшие значения шероховатости Ra и небольшие углубления, выраженные затемнением на то-
пографических АСМ-изображениях, характеризовали достаточную однородность и плотность структуры. Также вы-
явлено, что поверхность образцов бумаги обладает высокой способностью зеркально отражать падающий свет, так 
как процент отражения поверхностей такой же, как у мелованных бумаг. Образцы бумаги имеют белизну порядка 
90 % и нет оттенка, так как разница между максимальным и минимальным значениями коэффициентов отражения 
на белой стопе не больше 10 %. Исследуемые образцы бумаги можно без ограничений рекомендовать для двусторон-
ней печати, так как показатель светонепроницаемости больше 92 %. 

Ключевые слова: бумага, карбонат кальция, гладкость, шероховатость, глянец, белизна, светонепроницаемость 
бумаги 
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SURFACE AND OPTICAL PROPERTIES OF CALCIUM CARBONATE PAPER

Abstract. The article investigates the surface and optical properties of calcium carbonate paper obtained at the Uzbek- 
Chinese enterprise Fergana stone paper company (Uzbekistan), in order to identify the possibility of their use at printing  
enterprises for printing multicolor products using traditional printing methods. According to the results of a quantitative 
assessment of the surface quality by the indirect Beck method, we can say that paper sample 1 has a smoothness like coated 
paper (750–1500 s), paper samples 2 and 3 – like calendered paper, so that these paper samples can be recommended for prints 
with increased quality requirements. Smaller values of roughness Ra and small depressions, expressed by darkening in the topo-
graphic AFM images, characterized sufficient homogeneity and density of the structure. It was also revealed that the surface 
of the paper samples has a high ability to specularly reflect the incident light, since the percentage of surface reflection 
is similar to that of coated papers. Samples of paper have a whiteness of about 90 % and do not have a tint, since the difference 
between the maximum and minimum values of the reflection coefficients on a white stack is not more than 10 %. The tested 
paper samples can be recommended without restrictions for double-sided printing, since the opacity index is more than 92 %.
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Введение. Качество воспроизведения изображения на оттисках зависит от полноты контакта 
поверхности бумаги и печатной формы при традиционных способах печати. Из-за неровностей 
рельефа поверхности бумаги нарушается контакт с формой, в результате не пропечатываются 
или пропечатываются не полностью отдельные печатные элементы изображения [1]. Для обеспе-
чения полного контакта и повышения контрастности и четкости изображения необходимо исполь-
зование бумаги с ровной и микрошероховатой поверхностью. 
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Одним из наиболее распространенных и повсеместно применяемых косвенных методов 
для количественной оценки качества поверхности является метод определения гладкости по Беку 
(ГОСТ 12795-89 (ИСО 5627-84)). Этот метод основан на измерении расхода воздуха между изме-
рительным элементом прибора и поверхностью анализируемого материала, в результате получаем 
усредненную (брутто) характеристику состояния поверхности исследуемого материала.

К прямым методам количественного анализа поверхности материалов можно отнести метод 
сканирующей электронной микроскопии [2, 3] и конфокальной оптической микроскопии [4, 5]. 
Преимуществом этих методов является высокоточное отображение параметров шероховатости 
в нанометровом диапазоне, а недостатком – дороговизна исследований и необходимость в высоко-
квалифицированных специально подготовленных кадрах. Использование доступного и просто-
го сканирующего зондового микроскопа (СЗМ) Solver HV исключает недостатки вышеперечис-
ленных прямых методов. 

Материалы и методы. В данной работе использовали косвенный метод определения гладко-
сти по Беку и прямой с применением метода атомно-силовой микроскопии, достаточно универ-
сальный и дающий объективную характеристику рельефу поверхности с высоким разрешением. 
Объект исследования – поверхностные и оптические свойства бумаги из карбоната кальция. 

Известно, что с 1970-х годов природный и химически осажденный карбонат кальция (РСС) 
стали применять в бумажной промышленности в качестве наполнителя и отбеливателя, заменяя 
каолин [6]. Увеличение процента использования карбоната кальция в бумажном производстве 
обеспечивает снижение потребления дефицитной древесной целлюлозы и оптических отбелива-
телей и направлено на решение экологической проблемы [7]. 

В конце 1990-х годов тайваньская компания Taiwan Lung Meng Technology Co (TLM) впервые 
разработала технологию производства бумаги из карбоната кальция [8, 9]. В Японии «каменную» 
бумагу производят под брендом Limex компания TBM [10]. Среди стран СНГ производство «ка-
менной» бумаги только осваивается и первопроходцем стал Узбекистан. 

В 2020 г. в Ферганской области Республики Узбекистан создано Узбекско-Китайское пред-
приятие Fergana stone paper company, которое специализируется по производстве бумаги из кар-
боната кальция в сочетании с нетоксичным полимером HDPE, мощностью 9 тыс. т в год [11, 12]. 

Для выявления и подтверждения возможности использования бумаги из карбоната кальция 
на полиграфических предприятиях с целью получения многокрасочных оттисков с высокой гра-
фической точностью как при традиционных, так и при современных цифровых технологиях пе-
чати возникает научный и практический интерес к комплексному изучению ее поверхностных 
и оптических свойств. 

Экспериментальная часть. В работе исследовали поверхностные и оптические свойства 
образцов бумаги, в состав которых входит 80 % карбоната кальция и 20 % HDPE, массой 100 г/м2 
и два образца массой 90 г/м2, полученной в условиях Узбекско-Китайского предприятия Fergana 
stone paper company.

 Для оценки качества поверхности исследуемой бумаги определили ее гладкость при исполь-
зовании пневматического прибора Бека. Давление воздуха при измерении равно 1 атм, давление 
прижима поверхности бумаги к полированному кольцу площадью 10 см2 – 1 кгс/см2. Время вы-
держивания бумаги до начала испытания под этой нагрузкой – 1 мин. За показатель гладкости 
принято время прохождения 10 мл воздуха, которое является переменной величиной, зависящей 
не только от гладкости поверхности, но и от изменения во время испытания. Полученные значе-
ния гладкости отражены в табл. 1.

Для получения объективной оценки поверхности бумаги из карбоната кальция в нанометро-
вом диапазоне использовали метод атомно-силовой микроскопии (АСМ) [13–17]. При помощи 

Т а б л и ц а  1.  Показатели гладкости бумаги из карбоната кальция

T a b l e  1.  Smoothness factors of calcium carbonate paper

Показатель Образец № 1=100 г/м2 Образец № 2=90 г/м2 Образец № 3=90 г/м2

Гладкость, с (лицевая сторона) 1126 230 165
Гладкость, с (сеточная сторона) 733 138 84
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сканирующего зондового микроскопа Solver HV (ЗАО NT-MDT, Зеленоград, Россия) получили 
параметры шероховатости Ra и высокоточное отображение профиля перепадов высот рельефа 
поверхности бумаги (табл. 2, рис. 2–4). 

Качество печатной продукции, а именно контрастность изображения, точность цветопереда-
чи, при многокрасочной печати зависит от оптических свойств, к которым можно отнести гля-
нец, белизну бумаги и светонепроницаемость. Для их определения использовали существующие 
стандартные методики [18]. Полученные результаты сравнивали с нормативными данными 
ГОСТ 9094-89 «Бумага для печати офсетная» для выявления возможности использования бума-
ги на полиграфических предприятиях для печатания [19, 20].

Обсуждение результатов. На основе полученных данных исследуемых образцов бумаги 
(табл. 1) сделаны следующие выводы: гладкость с лицевой стороны больше, в отличие от сеточ-
ной, что наблюдается у всех образцов бумаги. Данные образцы бумаги можно рекомендовать 
для изданий с повышенными требованиями к качеству, так как показатели гладкости образца 
бумаги № 1, как у мелованной бумаги (750–1500 с), у образцов бумаги № 2 и 3 – как у бумаг ка-
ландрированных. На рис. 1 показаны фотографии поверхностей каждого из образцов бумаги, 

                                                               a                                                                          b

                                                               c                                                                          d

                                                               e                                                                          f

Рис. 1. Поверхность бумаги под микроскопом: a, b – образец № 1; c, d – образец № 2; e, f – образец № 3

Fig. 1. Paper surface under the microscope: a, b – sample № 1; c, d – sample № 2; e, f – sample № 3
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полученных на электронном микроскопе под увеличением, где хорошо видно значительное отли-
чие поверхностей образцов, что обуславливает различие в показателях гладкости, определенных 
косвенным методом на приборе Бека.

При использовании прямого метода исследования поверхности на сканирующем зондовом 
микроскопе Solver HV рельеф поверхности образца измеряли при размере диаметра 450 мкм 
и диапазоне от 100 00 до 4 мкм2. При взаимодействии кантилевера производства ЗАО NT-MDT 
(Зеленоград, Россия) с поверхностью бумаги действует сила, которая меняется в зависимости 
от различия в высоте рельефа. Изменение силы, действующей на кантилевер, влияет на величи-
ну изгиба, которая фиксируется с помощью лазера, в результате профилируется прямое изобра-
жение микрогеометрии поверхности в масштабе 3D. 

Для расчета параметров шероховатости по диагонали кадра проводили разрез (рис. 2–4, а). 
Полученные с помощью метода АСМ данные обработаны с помощью специальной встроенной 
программы и рассчитаны параметры шероховатости Ra, согласно требованиям ГОСТ 2789-73, 
значения которых приведены в табл. 2.

Т а б л и ц а  2.  Параметры шероховатости образцов бумаги по данным АСМ

T a b l e  2.  Roughness parameters of paper samples according to AFM data

Образец бумаги
Размер шероховатости Ra образцов для кадров, нм

750 нм 1500 нм 3500 нм

Образец № 1 (лицевая сторона) 15,75 35,95 61,19
Образец № 2 (лицевая сторона) 19,34 40,23 67,11
Образец № 3 (лицевая сторона) 25,12 44,05 73,22

Прямое изображение профиля поверхности на топографических изображениях взяты при исполь-
зовании трех кадров: 750, 1500 и 3500 нм. Как видно из табл. 2, на разных кадрах даны отличные 
друг от друга значения шероховатости. Объясняется это тем, что если кадр попал на одно волок-
но, то значения низкие, если же на сплетение нескольких волокон, то параметр шероховатости 
выше. Расхождения между параметрами будут меньше при условии, если кадр попадает на фи-
брилированное волокно с большей удельной поверхностью.

Прямое изображение профиля поверхности на топографических изображениях получены в режи-
ме постоянной амплитуды (рис. 2–4, b), где высота профиля передана цветом: чем выше находится 

a b

Рис. 2. Поверхность образца бумаги № 1 (при кадре 750 нм): а – топографическое АСМ-изображение; b – профиль 
рельефа выделенной линии поверхности

Fig. 2. Surface of paper sample № 1 (at a frame of 750 nm): a – topographic AFM image; b – relief profile of the selected 
surface line



476    Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2021, vol. 57, no. 4, pp. 472–479

деталь рельефа, тем она светлее. Небольшие углубления, выраженные затемнением на топогра-
фических АСМ-изображениях (рис. 2–4, а), характеризовали достаточную однородность и плот-
ность структуры, образец бумаги № 1 обладает меньшими значениями шероховатости Ra. 

Один из оптических свойств – лоск (глянец) (ГОСТ 12921-80) бумаги контролировали фото- 
электрическим фотометром, оптическая система осветителя которого освещала испытуемый 
образец параллельным пучком света под углом (45,0 ± 0,5)°. В качестве эталона поверхности, 
зеркально отражающей лучи, использовали черное полированное стекло, цвет которого исклю-
чает рассеянное отражение, а полированная поверхность обеспечивалa зеркальное, принятое 
за 100 %-ное, отражение. Замеры глянца проводили в нескольких точках на каждой из сторон, 
затем рассчитывали среднее значение, результаты которого приведены в табл. 3.

                                           a                                                                                                       b

Рис. 3. Поверхность образца бумаги № 1 (при кадре 1500 нм): а – топографическое АСМ-изображение; b – профиль 
рельефа выделенной линии поверхности

Fig. 3. Surface of paper sample № 1 (at a frame of 1500 nm): a – topographic AFM image; b – relief profile of the selected 
surface line

                                           a                                                                                                       b

Рис. 4. Поверхность образца бумаги № 1 (при кадре 3500 нм): а – топографическое АСМ-изображение; b – профиль 
рельефа выделенной линии поверхности 

Fig. 4. Surface of paper sample № 1 (at a frame of 3500 nm): a – topographic AFM image; b – relief profile of the selected 
surface line
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Т а б л и ц а  3.  Показатели глянца образцов бумаги из карбоната кальция

T a b l e  3.  Gloss parameters of calcium carbonate paper samples

Показатель Образец № 1 Образец № 2 Образец № 3

Глянец (лицевая сторона) 0,93 0,57 0,67
Глянец (сеточная сторона) 0,8 0,53 0,6

Сравнивая полученные значения глянца с нормативными данными, можно сказать, что по-
верхность образца бумаги № 1 обладает высокой способностью зеркально отражать падающий 
свет, процент отражения поверхностей образцов бумаги № 2 и 3, как у мелованной (40–70 %).

Способность материала отражать падающий свет равномерно и рассеянно по всей области 
видимого спектра (380–720 нм) характеризуется белизной бумаги. Материал считают белым, 
если он отражает более 50 % падающего света. Белизна определена с помощью фотоэлектриче-
ского метода, основанного на измерении в синей области спектра при эффективной длине волны 
457 нм. Количественно белизна определена в качестве коэффициента отражения на белой стопе 
за синим светофильтром (табл. 4) [18].

Т а б л и ц а  4.  Оптические показатели бумаги из карбоната кальция

T a b l e  4.  Optical parameters of calcium carbonate paper

Показатель

Образец № 1 Образец № 2 Образец № 3

светофильтр светофильтр светофильтр

синий зеленый красный синий зеленый красный синий зеленый красный

Оптическая плотность 0,05 0,04 0,04 0,053 0,047 0,04 0,031 0,047 0,043
Коэффициент отражения, % 89,13 91,21 91,20 88,44 89,81 91,21 89,13 89,81 91,20

По данным табл. 4 можно сделать вывод, что каждый из образцов бумаги имеет белизну по-
рядка 90 %. Для определения наличия оттенка бумаги рассчитывали разницу между максималь-
ным и минимальным значениями коэффициентов отражения на белой стопе. Если разница между 
этими значениями больше 10 %, то бумага имеет оттенок. Табл. 4 демонстрирует, что для каждого 
из образцов бумаги такого отличия в коэффициентах отражения за различными зонами не на-
блюдается – это значит, что образцы полученных бумаг не имеют оттенка. Все это будет способ-
ствовать цветопередаче без искажений при воспроизведении многокрасочного изображения.

Способность материала пропускать свет – светонепроницаемость определяли как отношение 
коэффициента отражения на черной стопе бумаги за синим светофильтром к коэффициенту отра-
жения на белой стопе за синим светофильтром, переведенный в проценты по следующей формуле: 

 

Результаты, полученные денситометрическим методом по светонепроницаемости, представ-
лены в табл. 5.

Т а б л и ц а  5.  Светонепроницаемость образцов бумаги 

T a b l e  5.  Opacity of paper samples

Наименование показателей Образец № 1 Образец № 2 Образец № 3

Оптическая плотность синей зоны на черной подложке 0,05 0,06 0,053
Коэффициент отражения, % 89,12 87,09 88,44
Светонепроницаемость, % 100 98,48 99,24

Как видно из табл. 5, исследуемые образцы бумаги можно без ограничений рекомендовать 
для двусторонней печати, так как показатель светонепроницаемости Н ≥ 92 %. Для тонких бумаг 
данный показатель снижают до 88 %. 
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Выводы. Данные образцы бумаги из карбоната кальция можно рекомендовать для изданий с по-
вышенными требованиями к качеству, так как показатели гладкости образца бумаги № 1, как у мело-
ванной бумаги (750–1500 с), у образцов бумаги № 2 и 3 – как у бумаг каландрированных. Меньшие 
значения шероховатости Ra и небольшие углубления, выраженные затемнением на топографических 
АСМ-изображениях, характеризовали достаточную однородность и плотность структуры бумаги. 

Поверхность образцов бумаги обладает высокой способностью зеркально отражать падающий 
свет; процент отражения поверхностей, как у мелованных бумаг. Образцы бумаги имеют белизну 
порядка 90 % и нет оттенка, так как разница между максимальным и минимальным значениями 
коэффициентов отражения на белой стопе не больше 10 %. Исследуемые образцы бумаги можно 
без ограничений рекомендовать для двусторонней печати, так как показатель светонепроницае-
мости больше 92 %. 
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ЗАЩИТНЫЕ ПОКРЫТИЯ ЛЕНГМЮРА–БЛОДЖЕТТ 
НА ОСНОВЕ ВЫСШИХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

Аннотация. Исследованы морфология и трибологические свойства моно- и мультислойных пленок Ленгмюра–
Блоджетт (ЛБ) на основе нервоновой (НК), церотиновой (ЦК) и монтановой кислот (МК). Установлено, что ЛБ монос-
лой МК на поверхности кремния в 11 и 1,3 раза стабильнее мономолекулярных ЛБ пленок НК и ЦК соответственно. 
Мультислойное покрытие МК, состоящее из 140 слоев, в 35 раз увеличивает износоустойчивость стальной поверхности.
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PROTECTIVE LANGMUIR-BLODGETT COATINGS BASED ON LONG-CHAIN  FATTY ACIDS

Abstract. The morphology and tribotechnical properties of Langmuir–Blodgett (LB) monolayers and multilayers of some 
fatty acids, such as nervonic (NA), cerotic (CA) and montanic acids (OCA), was investigated. It was established that the wear 
resistance of silicon surface coated by LB monolayer of OCA is greater by 11 and 1.3 times in comparison with the LB mono-
molecular films of NA and CA, respectively. The multilayer of OCA, formed by 140 layers, increases the stability of steel 
surface by 35 times. 
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Введение. Минимизация трения и изнашивания деталей устройств в прецизионных узлах 
трения повышает срок их эксплуатации [1, 2]. В частности, защита от трения и изнашивания не-
обходима микроэлектромеханическим устройствам (МЭМС), являющихся частью гироскопов, 
сенсоров и систем обработки сигналов миниатюрных устройств [3]. Низкая технологичность 
таких систем обусловлена невысокой прочностью материала их контактирующих поверхностей, 
которым чаще всего является кремний [4]. 

Надежность и стабильность МЭМС возможно повысить за счет модификации их прецизионных 
узлов трения смазочными материалами, включая органосиланы, например октадецилтрихлор-
силан, жирные кислоты, полибензоксазин, графен и его оксид [5, 6]. Преимущество использования 
жирных кислот в качестве материала защитного покрытия состоит в возможности следования 
принципам «Зеленой трибологии». Смазки на основе жирных кислот – более экологически чис-
тые и менее токсичные для окружающей среды по сравнению с синтетическими аналогами [1, 2]. 
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К примеру, важнейшим источником стеариновой кислоты (СК) являются какао и масло ши; 
бегеновую кислоту (БК) выделяют из растительных масел (рапсового, подсолнечного) и природ-
ных жиров (свиного и говяжьего); церотиновая кислота (ЦК) содержится в пчелином и пальмо-
вом воске, а монтановая кислота (МК) – в пчелином и монтановом воске, получаемом из бурого 
угля; нервоновая кислота (НК) входит в состав масел семян Cardamine graeca L., Malania oleifera 
и Tropaeolum speciosum [7–10]. 

Существуют разные способы формирования защитных покрытий – метод самоорганизации, 
осаждение из газовой фазы, центрифугирование, электрофоретическое осаждение и т. д., однако 
для работы с жирными кислотами наиболее перспективна технология Ленгмюра–Блоджетт (ЛБ) 
[5, 11]. С ее помощью можно получать защитные мономолекулярные покрытия, при этом нет 
необходимости использовать вакуум и термическую обработку [11]. В процессе эксплуатации 
устройств молекулы защитного покрытия ЛБ, адсорбированные на поверхности за счет сил 
Ван-дер-Ваальса, переносятся между контактирующими поверхностями, замедляя их износ [12].

Технология ЛБ может быть реализована различными способами [12–14]. Существуют методы 
горизонтального (ГО) и традиционного вертикального осаждения (ВО) [13, 14]. Традиционным спо-
собом получают как монослои насыщенных – пальмитиновой [14], стеариновой [15], арахиновой 
[16], так и ненасыщенных – олеиновой [17], эруковой [18] и других высших жирных кислот [14, 18]. 
Методом ВО также формируют мультислойные покрытия на основе миристиновой, стеариновой, 
бегеновой и арахиновой кислот, в основном используя субфазу, содержащую ионы металлов [19, 20]. 
Применяемый в данной работе метод ГО по сравнению с традиционным подходом имеет преиму-
щества: возможность отказаться от использования растворов солей в качестве субфазы и безде-
фектность структуры сформированных пленок [13]. Следует отметить, что трибологические свой-
ства монослоев высших жирных кислот, особенно ненасыщенных, мало изучены [21, 22].

Цель настоящей работы – получить защитные моно- и мультислойные покрытия Ленгмюра–
Блоджетт для МЭМС и прецизионных узлов трения на основе нервоновой, церотиновой и монта-
новой кислот, изучить их износоустойчивость и сопоставить ее со стабильностью монослоев 
стеариновой и бегеновой кислот.

Материалы и методы исследования. Для получения ЛБ покрытий использовали насыщенные 
жирные кислоты (Sigma-Aldrich) со степенью чистоты СК (С17Н35COOH), БК (C21H43COOH) ≥ 99 %, 
ЦК (C25H51COOH) ≥ 90 %, МК (С27Н55COOH) ≥ 98 % и ненасыщенную (Cayman Chemical) 
НК (CH3(CH2)7CH=CH(CH2)13COOH) ≥ 90 %. Ленгмюровские слои жирных кислот формирова- 
ли из их растворов в хлороформе с концентрацией 0,1 мг/мл. Монослои жирных кислот получали 
на пластинах из стали марки 12Х17 и кремния прямоугольной формы площадью 1,5 см2 методом 
ГО на установке LT–201 (ОДО «Микротестмашины», Республика Беларусь). Пластины кремния 
предварительно подвергали гидрофилизации в растворе «пираньи» (Н2О2 и Н2SO4 в соотноше-
нии 1:2,5 по объему) в течение 45 мин при температуре 50,0 °С. Условия получения монослоев 
методом ГО: субфаза – дистиллированная вода температурой 25,0 °С, линейная скорость сжа- 
тия барьеров – 0,2 мм/с; поверхностное давление формирования монослоев ЦК – 16 мН/м, НК – 
20 мН/м, СК, БК и МК – 30 мН/м.

Мультислойные покрытия МК получали методом ВО при условиях, как и для их монослоев: 
скорость перемещения подложки – 0,024 мм/с, количество слоев в мультислоях МК – 60 и 140, тип 
выделения – Y.

Морфологию и шероховатость образцов, сформированных на кремнии, исследовали методом 
атомно-силовой микроскопии (АСМ) на микроскопе Nanoscope IIID (Veeco Instrument, США). 
Условия сканирования: скорость – 3–5 Гц; стандартный кремниевый кантилевер с жесткостью 
0,12 Н/м. Разрешение получаемых изображений составляло 512 × 512 точек. Толщину монослоев 
жирных кислот оценивали через дефект в их структуре, искусственно созданный кантилевером 
микроскопа. Шероховатость исходной стали марки 12Х17 и модифицированной моно- и мульти- 
слойными покрытиями МК определяли, используя профилометр M2 (Mahr, Германия). 

Краевой угол смачивания (КУС) покрытий жирных кислот на кремниевых и стальных по-
верхностях измеряли методом «неподвижной» капли дистиллированной воды объемом 3 мкл 
на приборе DSA100E (Kruss, Германия). 
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Износоустойчивость покрытий изучали на трибометре возвратно-поступательного типа (Инсти-
тут механики металлополимерных систем им. В. А. Белого НАН Беларуси). Условия трибоиспы-
таний: приложенная нагрузка – 1,0 Н, индентор – стальной шарик диаметром 3,0 мм (сталь 95Х18), 
длина хода индентора – 3,0 мм, его линейная скорость – 4,0 мм/с. Тестирование образцов прекра-
щали при достижении значений коэффициента трения (kf) ~0,4 для кремниевых поверхностей [11] 
и ~0,5 для стальных [6].

Результаты и их обсуждение. Значения минимальной площади на молекулу ленгмюровских 
слоев насыщенных высших жирных кислот в фазовом состоянии «твердая пленка» (А0) для СК, 
БК и МК составляет 0,19 нм2; ЦК – 0,20 нм2 (рис. 1). 

Коллапс ленгмюровских слоев СК, БК и МК наблюдается при π >55 мН/м, в случае слоя ЦК – 
36 мН/м. Для ЦК значение А0 незначительно больше по сравнению с другими насыщенными 
жирными кислотами, это свидетельствует о том, что молекулы ЦК образуют на водной поверх-
ности высокоупорядоченный плотный монослой [23]. 

Для ленгмюровского слоя НК в фазовом состоянии «твердая пленка» А0 составляет 0,30 нм2, 
а его разрушение наблюдается при поверхностном давлении 33 мН/м (рис. 1, b). Наличие двой-
ной связи в молекулах НК уменьшает плотность упаковки образуемых ими монослоев по сравне-
нию с ленгмюровскими слоями насыщенных жирных кислот [23].

Монослои ЛБ насыщенных жирных кислот содержат в своей структуре точечные углубления – 
дефекты (рис. 2), так называемые «пинхолы» [24]. Шероховатость монослоев СК, БК, МК, ЦК и НК, 
сформированных на кремнии, свидетельствует об их однородности (табл. 1). 

Мономолекулярные пленки жирных кислот, полученные методом ГО, различаются своей тол-
щиной: СК – 2,2 нм [25], БК – 2,7 нм [12], ЦК – 2,9 нм (рис. 2, а), МК – 3,2 нм (рис. 2, b), а НК – 
2,4 нм (рис. 2, с). Таким образом, длина неполярной части молекул изученных жирных кислот 
влияет на толщину формируемого монослоя. При этом углеводородные хвосты молекул СК, БК, 
ЦК, МК и НК незначительно отклонены от вертикального положения в их монослоях ЛБ [12, 25]. 

Значения КУС кремниевой поверхности ~5° [5]. Для покрытия МК, полученного на кремнии, 
установлен наибольший КУС водой среди рассматриваемых жирных кислот – 64,3° ± 1,6° (рис. 3, а), 
который превосходит КУС для монослоя НК – 45,3 ± 0,9° (рис. 3, b). Это с свидетельствует о том, 
что покрытие из ненасыщенной НК проявляет более гидрофильные свойства по сравнению с мо-
нослоем МК вследствие меньшей плотности упаковки молекул в монослое НК, что подтверж- 
дается изотермами сжатия ленгмюровских слоев жирных кислот. При нанесении капли воды 
на кремний, модифицированный монослоем ЛБ насыщенной жирной кислоты, вода проникает 
в «пинхол» дефекты, что приводит к реорганизации ЛБ покрытия и ее контакту с гидрофильной 
кремниевой поверхностью [24, 26]. 

                                                                a                                                                               b

Рис. 1. Зависимость поверхностного давления (π) от площади на молекулу (А) на водной поверхности для ленгмюров-
ских слоев: а – 1 – ЦК, 2 – МК; b – 1 – СК, 2 – БК, 3 – НК

Fig. 1. The surface pressure–area per molecule (π –A) isotherms for Langmuir layers of fatty acids on aqueous subphase: 
а – 1 – CA, 2 – OCA; b – 1 – SA, 2 – BA, 3 – NA
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a

b

c

Рис. 2. АСМ-изображение искусственного дефекта в монослое и профиль его поперечного сечения: а – ЦК, b – МК, 
с – НК

Fig. 2. AFM-image of an artificial defect in monolayer and profile of its cross-section profile: а – CA, b – OCA, c – NA

Т а б л и ц а  1.  Значения шероховатости монослоев высших жирных кислот

T a b l e  1.  The roughness of monolayers of long-chain fatty acids

Монослой СК БК ЦК МК НК

Ra, нм 0,26 0,26 0,58 0,35 0,37
Rz, нм 0,85 0,81 0,85 0,57 0,87

                                                               a                                                                               b

Рис. 3. Краевой угол смачивания водой кремниевых поверхностей, модифицированных мономолекулярными 
ЛБ пленками жирных кислот: а – МК,  b – НК

Fig. 3. Water contact angle of the silicon surface modified by monomolecular LB films of fatty acids: а – OCA, b – NA
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Кремний при нагрузке 1,0 Н разру- 
шается в течение одного цикла скольжения, 
при этом коэффициент трения материала 
возрастает от 0,25 до 0,70. Кремниевые по-
верхности, модифицированные монослоя-
ми СК, БК, ЦК, МК и НК, выдерживают 
106,0 ± 25,0, 340,0 ± 25,0, 625,0 ± 60,0, 
780,0 ± 15,0 и 70,0 ± 9,0 циклов скольжения 
(рис. 4). Значения kf для насыщенных жир-
ных кислот не превышает ~0,07, а для по-
крытия НК kf равен ~0,08. Износостойкость 
пленок МК выше по сравнению с СК, БК 
и ЦК в 7,5, 2,3, 1,3 раза соответственно, по-
скольку у МК больше длина молекул [27].

Следует отметить, что покрытия СК, 
БК и МК стабильнее монослоя НК в 1,5, 5 
и 11 раз соответственно. Низкая износоустойчивость покрытия НК по сравнению с монослоями 
насыщенных высших жирных кислот объясняется не длиной молекул НК, а меньшей плотно-
стью упаковки молекул в монослое НК, что также подтверждается его значением КУС водой.

Покрытие МК обладает наибольшим 
КУС водой и износоустойчивостью на крем-
нии среди рассматриваемых жирных кислот, 
по этой причине изучены поверхностные 
и трибологические свойства моно- и муль-
тислоев МК, сформированных на поверхно-
сти стали 12Х17. Монослой МК не оказы-
вает влияние на шероховатость стальной 
поверхности (табл. 2). Увеличение толщи-
ны покрытий МК за счет наращивания ко-
личества слоев нарушает их однородность 
и упорядоченность, что приводит к незначительному ухудшению гидрофобных свойств моди-
фицированной стальной поверхности [4].

Исходная сталь 12Х17 выдерживает 4 цикла скольжения стального шарика (kf ~ 0,2), а покры-
тая монослойным покрытием МК – 40,0 ± 4,0 циклов (kf ~ 0,1) (рис. 5). 

Поверхность стали, покрытая 60 и 140 слоями МК, изнашивается в течение 85,0 ± 20,0 
и 138,0 ± 20,0 циклов скольжения соответственно. При этом для испытываемых поверхностей зна-
чения kf не превышают ~ 0,04. Таким обра-
зом, присутствие на стальной поверхности 
мультислойного покрытия МК, содержа-
щего 140 слоев, увеличивает в 3,5 и 35 раз 
ее износоустойчивость по сравнению с мо-
нослоем МК и немодифицированной сталью, 
что обусловлено увеличением количества 
МК в узле трения [2].

Модифицированные кремниевые поверх-
ности в 19,5 раза стабильнее стальных под-
ложек, хотя их КУС водой не превышает 
70°. Существенное различие в износоустой-
чивости и смачиваемости модифицирован-
ных кремниевых и стальных подложек, 
по-видимому, связано с тем, что шерохо- 
ватость стали Ra ~ 25,0 нм больше, чем 

Рис. 4. Зависимость коэффициента трения от числа циклов 
скольжения для покрытий, полученных на кремнии: 1 – немо-
дифицированная кремниевая поверхность, монослои: 2 – НК, 

3 – СК, 4 – БК, 5 – ЦК, 6 – МК 

Fig. 4. The friction coefficient as a function of the number of sliding 
cycles for coatings formed on silicon: 1 – unmodified silicon 

surface, monolayers: 2 – NA, 3 – SA, 4 – BA, 5 – CA, 6 – OCA 

Т а б л и ц а  2.  Значения шероховатости и КУС моно- 
и мультислоев МК, сформированных на стали 12Х17

T a b l e  2.  Roughness and water contact angle of OCA mono- 
and multilayers formed on steel AISI 430

Количество слоев 
на стали 12Х17 Ra, мкм Rz, мкм КУС водой, град.

0 0,025 0,19 82,0 ± 0,2
1 0,025 0,20 104,0 ± 0,1

60 0,031 0,23 99,5 ± 0,5
140 0,035 0,28 101,7 ± 0,1

Рис. 5. Зависимость коэффициента трения от числа циклов 
скольжения на стали: 1 – немодифицированная стальная по-
верхность, 2 – монослой МК, 3 – 60 слоев МК, 4 – 140 слоев МК

Fig. 5. The friction coefficient as a function of the number of sliding 
cycles on steel: 1 – unmodified steel surface, 2 – LB monomolecular 

film of OCA, 3 – 60 layers of OCA, 4 – 140 layers of OCA
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у кремния Ra < 0,5 нм [27]. Это позволяет сформировать на стальных подложках моно- и муль-
тислойные ЛБ пленки жирных кислот без использования растворов солей в качестве субфазы.

Заключение. Методом горизонтального осаждения получены однородные мономолекуляр-
ные ЛБ покрытия нервоновой, церотиновой и монтановой кислот, снижающие коэффициент тре-
ния кремниевой поверхности с 0,25 до 0,07–0,08 и стали 12Х17 с 0,2 до 0,04. Установлено, что ЛБ 
монослой монтановой кислоты толщиной 3,2 нм, сформированный на кремнии, в 11 и 1,3 раза 
стабильнее мономолекулярных ЛБ пленок нервоновой и церотиновой кислот соответственно. 
Мультислой монтановой кислоты, сформированный методом вертикального осаждения, состоящий 
из 140 слоев, в 35 раз увеличивает износоустойчивость стальной поверхности. Моно- и мульти- 
слойные ЛБ пленки высших насыщенных жирных кислот могут быть использованы в качестве 
защитных покрытий в микроэлектромеханических устройствах и прецизионных узлах трения.
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СОПРЯЖЕНИЕ ФОСФОЛИПОЛИЗА И МОНООКСИГЕНАЗНОГО КАТАЛИЗА

Аннотация. Представлен обзор основных экспериментальных результатов в области исследования взаимодей-
ствия in vivo и in vitro ферментных систем, ответственных за метаболизм арахидоновой кислоты. Обсуждаются воз-
можные взаимосвязи на пути ее высвобождения из фосфолипидов (фосфолипазы А2) до превращения (цитохромы Р450) 
в важнейшие внутриклеточные мессенджеры передачи внешнего сигнала на внутренний «язык клетки». 

Ключевые слова: фосфолипазы А2, цитохромы Р450, моноокисгеназы, гидролиз фосфолипидов
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INTERCONNECTION OF PHOSPHOLIPOLYSIS AND MONOOXYGENASE CATALYSIS

Abstract. A review of the main experimental results in the field of studying the interaction in vivo and in vitro of enzyme 
systems responsible for the metabolism of arachidonic acid is presented. Metabolic events from its release from phospholipids 
(phospholipase A2) to its transformation (cytochromes P450) into the most important intracellular messengers of external 
signal transmission to the internal “language of the cell” are discussed. 

Keywords: phospholipases A2, cytochromes P450, monooxygenases, hydrolysis of phospholipids1
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Введение. Фосфолиполиз – один из ключевых процессов метаболизма при обновлении фосфо-
липидов в организме, происходит под действием гидролитических ферментов семейства фосфоли-
паз. Они классифицируются в зависимости от расщепляемой связи в молекуле фосфоглицеридов: 
А1 (ФЛА1, КФ 3.1.1.4) и А2 (ФЛА2, КФ 3.1.1.4) – сложноэфирные связи в положениях 1 и 2 глицери-
нового скелета, B (лизофосфолипаза, КФ 3.1.1.5) – сложноэфирные связи, сохранившиеся после 
действия ФЛА1 или ФЛА2, С (ФЛС, КФ 3.1.4.3) и D (ФЛD, КФ 3.1.4.4) – фосфоэфирные связи в фос-
форилированном остатке аминоспирта [1, 2]. В результате монооксигеназного катализа, осущест-
вляемого ферментами семейства цитохрома Р450 (КФ 1.14.14.1, CYP), обеспечивается превраще-
ние in vivo широкого спектра соединений как эндогенного, так и экзогенного происхождения, 
в том числе стероидов, простагландинов, лейкотриенов, витаминов группы D, жирных кислот, 
эйкозаноидов и других липидных метаболитов, а также ретиноидов, цитокинов, проканцероге-
нов, антиоксидантов, пестицидов, анестетиков и др. [2, 3]. CYP является мембранносвязанным 
белком подобно рецепторам G-белка и тирозин киназы, через взаимодействие с которыми опо-
средуется участие фосфолипаз в функционировании передачи внешнего сигнала на внутренний 
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«язык клетки» [3]. CYP является терминальной оксидазой в монооксигеназной ферментной си-
стеме, окисляет разнообразные соединения и принимает участие в выведении лекарственных 
средств из организма [4]. Каталитический цикл цитохрома Р450 можно разделить на две части: 
активацию кислорода и окисление субстрата (рис. 1).

Стадии активации кислорода предшествует связывание субстрата в активном центре (A), что 
вызывает переход иона железа гемовой группы из низкоспинового состояния с шестикоординиро-
ванным железом (так называемая ферриформа) в высокоспиновое состояние с пятикоординирован-
ным железом и последующее присоединение электрона с образованием ферриформы (B), кото-
рая способна связывать молекулу кислорода (C). Одноэлектронное восстановление кислородного 
аддукта (D), последнего интермедиата в цикле, приводит в дальнейшем к высвобождению моле-
кулы воды. Каталитический цикл заканчивается диссоциацией продукта и регенерацией исход-
ной ферриформы цитохрома Р450 (E, F). Окисленный цитохром Р450 в мембранах эндоплазмати-
ческого ретикулума существует в виде смеси двух форм: низкоспиновой и высокоспиновой [5].

Одним из особенных свойств цитохрома Р450 является его способность образовывать ком-
плекс с окисью углерода, характеризующейся в спектре поглощения полосой Соре при 450 нм, 
а не в области 420 нм, как у других гемопротеинов. Кроме того, примечательно, что при взаимо-
действии цитохрома  Р450 микросомальной гидроксилирующей системы с разными субстратами 
наблюдаются два типа спектральных изменений: разностные спектры поглощения с максимумом 
в области 385–390 нм и минимумом при 420 нм (субстраты первого типа) и разностные спектры 
поглощения с максимумом при 425–435 нм и минимумом в области 390–400 нм (субстраты вто-
рого типа). 

Полагают, что субстраты первого типа связываются в гидрофобной части белка, воздействуют 
на окружение гема, превращая железо из низкоспинового в высокоспиновое состояние [5]. Во вто-
ром случае изменения вызываются заменой лиганда в шестом координационном положении ге-
мового железа азотом субстратов второго типа. Лиганды второго типа вызывают увеличение 
содержания низкоспиновой формы гемопротеина [5].

Белок- и липид-белковые взаимодействия играют ключевую роль в функционировании биоло-
гической мембраны. Известно, что разрушение фосфолипидного матрикса, в том числе под дей-

Рис. 1. Схема каталитического цикла цитохрома Р450 [6]

Fig. 1. Scheme of the catalytic cycle of cytochrome P-450 [6]
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ствием фосфолипаз, приводит к инактивации ряда мембранносвязанных ферментов, в частности 
цитохрома Р450 [7]. Поскольку одна из основных функций ФЛА2 в организме связана с высвобож-
дением из фосфолипидов арахидоновой кислоты, в превращении которой в биологически важные 
метаболиты (эпоксиэйкозатриеновые и гидроксиэйкозатетраеновые кислоты) инициирующую роль 
играет моноокисигеназная функция CYP (RH (субстрат) + О2 + НАДФH + H+ → ROH (продукт) + 
Н2О + НАДФ+), установление сопряжения фосфолиполиза с монооксигеназным катализом пред-
ставляет особый интерес.

Роль фосфолипазы А2 в клеточной гибели. Суперсемейство ФЛА2, которое в настоящее 
время наиболее исследовано, включает набор вне- и внутриклеточных ферментов 16 таксономи-
ческих групп [8–11]. Внеклеточные (секреторные) ФЛА2 (сФЛА2) имеют низкие молекулярные 
массы (13–18 кДа), при функционировании требуют миллимолярных концентраций кальция для ка-
талитической активности и не проявляют значительной избирательности по отщепляемым жир-
ным кислотам in vitro. В клетках млекопитающих существует до шести различных групп с ФЛА2: 
группы IB, IIA, IIC – F, III, V, X и XII [8, 11]. Внутриклеточные ФЛА2 на основании необходимости 
Ca2+ для проявления активности подразделяются на цФЛА2 (цитозольную кальций-зависимую, 
группа IV) и iФЛА2 (цитозольную кальций-независимую, группа VI). цФЛА2 требует Ca2+ в микро-
молярной концентрации для транслокации через мембрану, но не для катализа, предпочтитель-
нее фосфолипидов, содержащих арахидоновую кислоту (АК), и имеет высокую молекулярную 
массу (> 60 кДа). iФЛА2 не проявляет субстратной специфичности к AК-содержащим фосфолипи-
дам, не требует Ca2+ для активности и имеет высокую молекулярную массу (около 85 кДа) [9]. 
Существует также класс ФЛА2, называемых ацетилгидролазами фактора активации тромбоци-
тов (ФАТ), их основным субстратом является ФАТ, из которого они высвобождают ацетильную 
группу, присутствующую в положении sn-2. 

Гидролитическая реакция, катализируемая ФЛА2, – это основной путь, через который АК 
высвобождается из фосфолипидов (рис. 2) [12]. 

Активация ФЛА2 приводит к разрушению мембранных фосфолипидов и накоплению нена-
сыщенных свободных жирных кислот и лизофосфолипидов. Лизофосфолипиды могут нарушать 
гомеостаз мембран за счет увеличения их текучести и проницаемости [13]. Арахидоновая кисло-
та может напрямую влиять на ионные каналы [14, 15], увеличивать время открытия поры пере-
хода в процессе обеспечения проницаемости митохондрий [16] и активировать внеклеточную 
регулируемую внешними сигналами киназу 1 и 2 (ERK1/2), c-Jun N-терминальную киназу (JNK) 
и p38 MAPKs [17]. Однако большинство биологических эффектов арахидоновой кислоты обуслов-
лено ее метаболизмом, главным образом с участием трех различных групп ферментов: циклоокси-
геназ, липоксигеназ и цитохромов P450.

Метаболизм АК после отщепления ФЛА2 при гидролизе фосфолипидов происходит под дей-
ствием циклооксигеназ (ЦОГ-1, молекулярной массы 67 кДа и ЦОГ-2, молекулярной массы 72 кДа) 
и приводит к образованию простагландинов, простациклина и тромбоксанов, играющих важ-
ную роль во многих физиологических и патофизиологических процессах, таких как расширение 
и сужение сосудов, воспаление, тромбоз, овуляция, митогенез, функция почек и т. д. [18]. 

Метаболизм свободной арахидоновой кислоты с помощью 5-липоксигеназы приводит к обра-
зованию лейкотриенов, которые играют важную роль в качестве медиаторов различных воспали-
тельных и аллергических реакций (рис. 2). В отличие от простагландинов, лейкотриены произ-
водятся преимущественно воспалительными клетками, такими как полиморфно-ядерные лейко-
циты, макрофаги и тучные клетки [18]. 

ФЛА2 играют важную роль в гибели клеток, которая происходит через некроз или апоптоз. 
Несколько обзоров посвящены специфической роли фосфолипазы A2 в гибели клеток [19–21]. 
При некрозе происходит набухание клеток и органелл, истощение АТФ, наблюдается повышен-
ная проницаемость плазматической мембраны с высвобождением макромолекул. Во время некро-
за активность ФЛА2 увеличивается, вызывая ускоренный гидролиз мембранных фосфолипидов, 
что в свою очередь увеличивает проницаемость плазматической мембраны и лизис клеток [20]. 
Апоптоз характеризуется фрагментированными ядрами с конденсированным хроматином, смор-
щенной цитоплазмой внутри почти неповрежденной плазматической мембраны и активацией 
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каспазы без истощения АТФ [22]. Роль ФЛА2 в апоптозе зависит от стимула и типа клетки. На-
пример, цФЛА2 необходима для TNF-альфа-индуцированного апоптоза в некоторых типах кле-
ток [21]. Напротив, цФЛА2 не требуется для Fas-индуцированного апоптоза и в этом случае 
цФЛА2 расщепляется каспазой 3 [23].

Метаболизм арахидоновой кислоты цитохромом P450. В результате основных путей мета-
болизма арахидоновой кислоты, катализируемых цитохромом P450, образуются метаболиты, ко-
торые подразделяются на две группы: 1) эпоксиэйкозатриеновые кислоты (EET; включая 5,6-EET, 
8,9-EET, 11,12-EET и 14,15-EET), образованные CYP-эпоксигеназами, в первую очередь изоформа-
ми CYP2C и CYP2J у людей; 2) гидроксиэйкозатетраеновые кислоты (HETE; в основном 20-HETE 
и 19-HETE), производные арахидоновой кислоты, которые гидроксилируются на N-конце или рядом 
с ним CYP – N-оксидазами, в первую очередь CYP4A и CYP4F у человека (рис. 2) [24].

Липооксигеназоподобные продукты АК (аллиловые спирты, содержащие цис-транс-конъюги-
рованную диенольную функциональность), как правило, являются второстепенными продуктами 
метаболизма АК под действием цитохрома P450 [25]. Кроме того, при автоокислении АК актив-
ными формами кислорода (АФК), производенными с участием цитохрома Р450, образуются гидро-
пероксиды липидов в качестве первичных продуктов окисления (рис. 3) [26, 27]. Образование 
АФК может значительно варьировать в зависимости от P450, отсутствия или присутствия суб-
страта, природы субстрата и действия цитохрома b5 [28]. Анализ четырех цитохромов P450 чело-
века показал, что их относительные способности генерировать АФК были CYP3A4 > CYP1A1 > 
CYP1A2 = CYP2B6 [29].

Рис. 2. Схема метаболизма АК 

Fig. 2. Scheme of AА metabolism
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Рис. 3. Схема путей метаболизма арахидоновой кислоты (АК) с участием цитохрома P450 и производимых цитохро-
мом P450 активных форм кислорода (АФК), включая продукты действия AК-эпоксигеназы (PDB, код 1PQ2) и AК-ω-1 
гидроксилазы (PDB, код 3Т3Z), липооксигеназоподобной активности CYP, а также продукты первичного свободно-
радикального окисления. Арахидоновая кислота сокращенно обозначается ETE (эйкозатетраеновая кислота) и, сле-
довательно, HETE – гидроксиэйкозатетраеновая, HpETE – гидропероксиэйкозатетраеновая, EET – эпоксиэйкозатет-

раеновая кислота

Fig. 3. Scheme of the metabolic pathways of arachidonic acid (AA) with the participation of cytochrome P450 and cytochrome 
P450-produced reactive oxygen species (ROS), including the products of action of AA-epoxygenase (PDB, code 1PQ2) and AK-ω-1 
hydroxylase (PDB, code 3T3Z), lipoxygenase-like activity of CYP, as well as products of primary free radical oxidation. 
Arachidonic acid is abbreviated as ETE (eicosatetraenoic acid) and therefore HETE stands for hydroxyeicosatetraenoic acid, 

HpETE stands for hydroperoxyeicosatetraenoic acid and EET stands for epoxyeicosatetraenoic acid 

Активность цитохрома P450 представляет собой значительный источник метаболитов, произ-
водных арахидоновой кислоты, и реактивно способных веществ, которые оказывают значитель-
ное влияние на клеточную функцию. Было продемонстрировано, что EET гиперполяризует и рас-
слабляет гладкомышечные клетки сосудов за счет активации кальций-чувствительных калиевых 
каналов. Напротив, 20-HETE является сосудосуживающим средством, вызывающим блокаду 
этих каналов [30].

В дополнение к этим эффектам на мембранный потенциал и тонус сосудов произведенные 
P450 метаболиты АК могут активировать внутриклеточные системы вторичных мессенджеров, 
которые участвуют в регуляции воспаления, миграции клеток, апоптоза и агрегации тромбоци-
тов [25, 31]. EET активируют сигнальные пути тирозинкиназы, ERK1/2, p38 MAP и PI3 киназы 
в эндотелиальных и эпителиальных клетках [31]. Гидропероксиды липидов могут оказывать не-
гативное действие из-за нарушения структуры и функции мембраны и в результате участия 
в окислительно-восстановительных реакциях, таких как катализируемое железом перекисное 
окисление цепи, опосредованное свободными радикалами [32].

Цитохром P450 и цитотоксическое действие, опосредованное ФЛА2 и АК. Очищенный 
CYP2E1, изоформа цитохрома P450, индуцируемая в печени при диабете, голодании и употреб-
лении алкоголя, превращает АК в основном в гидроксилированные метаболиты N-1 и N-2 
(19- и 18-гидроксиэйкозатетраеновая кислота, 78 %, и EET, 18 %) [33]. CYP2E1 является важным 
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источником микросомальных АФК, которые могут участвовать в неферментативном окислении 
АК (рис. 4). Микросомы, выделенные из животных, предварительно обработанные индукторами 
CYP2E1 или CYP2B4 [34] или CYP2B4 [35], демонстрируют намного большую скорость окисле-
ния NADPH или анилина соответственно, чем микросомы неиндуцированных животных [34, 35]. 
Повышенная оксидазная активность приводит к росту продукции АФК и это проявляется в уве-
личении скорости перекисного окисления липидов (ПОЛ) микросомами или липосомами, обога-
щенными CYP2E1 [34, 36]. Антитела против CYP2E1 частично ингибируют продукцию перокси-
да микросомами и в то же время почти полностью ингибируя НАДФН-зависимое ПОЛ [34, 35].

Клетки HepG2, экспрессирующие CYP2E1, в отсутствие ингибиторов этой изоформы CYP 
показали увеличение внутриклеточной продукции активных форм кислорода на 40–50 %, что 
было оценено по окислению диацетата дихлорфлуоресцеина в интактных клетках [37] и увели-
чению ПОЛ по сравнению с контролем [38]. АК индуцировала зависящую от концентрации и вре-
мени цитотоксичность в клетках HepG2, экспрессирующих CYP2E1, тогда как в контрольных 
клетках HepG2 была обнаружена значительно меньшая токсичность или ее отсутствие. Токсич-
ность была связана с повышенным перекисным окислением клеточных липидов, а экзогенное воз-
действие антиоксидантов подавляло как ПОЛ, так и токсичность [39]. Инкубация клеток, экспресси-
рующих CYP2E1, с АК показала особенности, характерные для апоптоза, такие как лэддеринг 
ДНК [39] и повышенную активность цитохрома С и каспазы 3 [40], а также увеличивала раннее 
поглощение трипанового синего, что указывает на изменение проницаемости плазматической 
мембраны, как признака некроза [41].

Воздействие АК в присутствии Fe на клетки, сверхэкспрессирующие CYP2E1, вызывает ранние 
повреждения митохондрий (т. е. до начала гибели клеток), которые предотвращаются антиокси-
дантами, указывая на связь окислительного стресса с деградацией митохондрий [42]. Тот факт, 

                                                                                 (A)                                      (B)

Рис. 4. Возможная роль CYP2E1 [3] как промотора токсичности арахидоновой кислоты. (A) CYP2E1 человека (PDB, 
код 3T3Z) может напрямую окислять арахидоновую кислоту до реакционноспособных метаболитов, которые вызывают 
цитотоксический эффект. (B) Активные формы кислорода, генерируемые CYP2E1, могут реагировать с арахидоновой 

кислотой до осуществления токсичности через перекисное окисление липидов

Fig. 4. Possible role of CYP2E1 [3] as a promoter of arachidonic acid toxicity. (A) Human CYP2E1 (PDB, code 3T3Z) can 
directly oxidize arachidonic acid to reactive metabolites that cause cytotoxic effects. (B) Reactive oxygen species generated 

by CYP2E1 can react with arachidonic acid prior to lipid peroxidation toxicity



494      Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, Chemical series, 2021, vol. 57, no. 4, pp. 488–501

что сверхэкспрессия митохондриальной каталазы защищает клетки с избыточной экспрессией 
CYP2E1 от АК-зависимой токсичности, предполагает, что митохондрии являются важной ми- 
шенью для CYP2E1-зависимого окислительного стресса [40].

Ряд исследований показал, что АФК в клеточных системах могут активировать ФЛА2, изме-
ряемую как повышенное высвобождение радиоактивной АК в предварительно меченых клет- 
ках [43, 44]. Эти результаты предполагают, что высвобождение накопленного кальция с помощью 
комплекса (AК + Fe) в клетках, экспрессирующих CYP2E1, индуцированное ПОЛ, может перво-
начально активировать ФЛА2, что имеет решающее значение для последующего увеличения 
притока внеклеточного Ca2+. Установлено in vivo, что сочетание повышенной активности ФЛА2, 
внутриклеточного кальция и окислительного стресса вызывает повреждение митохондрий (рис. 5).

Активация ФЛА2, связанная с окислительным стрессом, в этих моделях была предложена как 
критический фактор цитотоксичности [3]. Активация ФЛА2 in vitro по отношению к УФ-окислен-
ным фосфолипидам наблюдалась независимо от их структурной организации (мицеллы с детер-
гентом или липосомы) и от специфичности фермента (ФЛА2 яда змеи – к нейтральным липидам, 
ФЛА2 панкреаса – к «кислым» липидам) [45, 46].

Рис. 5. Предлагаемый механизм [3] зависимой от перекисного окисления липидов активации ФЛА2 (PDB, код 3U8D – 
участвует в метаболизме АК), высвобождение АК и апоптоз клеток HepG2, усиленно экспрессирующих CYP2E1 
(клетки E47) (PDB, код 3LC4, показан в комплексе с производным жирной кислоты – омега-имидазоил-додекановой 

кислотой)

Fig. 5. The proposed mechanism [3] of lipid peroxidation-dependent activation of PLA2 (PDB, code 3U8D – participates 
in AA metabolism), release of AA and apoptosis of HepG2 cells, strongly expressing CYP2E1 (E47 cells) (PDB, code 3LC4, 

shown in the complex with a fatty acid derivative – omega-imidazoyl-dodecanoic acid)
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Сопряжение увеличения активности ФЛА2 и усиленного функционирования изоформ ци-
тохрома P450 на фоне повышения ПОЛ при окислительном стрессе являются критическими па-
тогенными явлениями при алкогольном поражении печени (iФЛА2 и CYP2C9), поздней кожной 
порфирии (цФЛА2 и P450-зависимый метаболизм АК), повреждения миокарда после ишемии 
(iФЛА2 и CYP2C9) и инсульте головного мозга (сФЛА2 и CYP2C11), а также других болезнях, 
угрожающих здоровью человека [3], в том числе при инфицировании SARS-CoV-2 [47].

Таким образом, активность цитохрома P450 усугубляет ФЛА2- и AК-зависимое повреждение 
в основном за счет продукции АФК, которые способствуют перекисному окислению липидов 
или продукции метаболитов, изменяющих гомеостаз Ca2+. Напротив, в других ситуациях дей-
ствие продуктов превращения АК цитохромом P450 является защитным в основном за счет сни-
жения уровней неэтерифицированных АК и продукции метаболитов, которые активируют анти-
апоптотические пути, связанные с действием PI3 /AKT и p42 /p44 MAPK киназ. Например, кар-
диомиоцит-специфическая сверхэкспрессия CYP2J2 у трансгенных мышей обеспечивает защиту 
от ишемии [3].

Сопоставление схем участия ФЛА2 в цитохром Р450-зависимом метаболизме арахидоновой 
кислоты (рис. 2) и с учетом того, что метаболиты арахидоновой кислоты (12-НЕТЕ и 15-НЕТЕ) 
являются ингибиторами ФЛА2, указывает на возможность существования прямой и опосредо-
ванной взаимосвязи между функционированием ФЛА2 и CYP [48] (рис. 6).

Опосредованный структурой фосфолипидного матрикса механизм взаимодействия CYP 
и ФЛА2. В ответ на введение ксенобиотиков в печени животных активируется биосинтез ряда 
изоэнзимов CYP, специфичных к индуктору. Так, у кроликов, индуцированных фенобарбита- 
лом (ФБ), образуется изофермент цитохрома Р450, известный как форма CYP2B4, который пред-
ставляет собой интегральный мембранный белок, состоящий из восьми полипептидных цепей, 
полностью пронизывающих липидный бислой [5]. Поскольку при введении фенобарбитала экспе-
риментальным животным в микросомах печени обнаружено наряду с индукцией CYP2B4 уве-
личение активности ФЛА2 [35], а влияние каких-либо эффекторов на активность цитохрома Р450 
in vitro в полной ферментной системе сложно оценивать из-за ее мультикомпонентности и труд-
ностей интерпретации полученных результатов, изучена взаимосвязь фосфолиполиза с монокси-
геназным катализом в модельных системах. 

Рис. 6. Предполагаемые механизмы взаимодействия ФЛА2 и CYP. Структуры белков взяты из Базы данных белков 
(PDB): ФЛА2 панкреаса свиньи, код 4g5i, яда кобры – Imh7; CYP2B4 – 1SUO, CYP3A4 – 1TQN

Fig. 6. Proposed mechanisms of interaction between PLA2 and CYP. Protein structures are taken from the Protein Database (PDB): 
PLA2 of the porcine pancreas, code 4g5i, cobra venom – Imh7; CYP2B4 – 1SUO, CYP3A4 – 1TQN
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Так, биохимическое моделирование процесса липолиза с использованием протеолипосом 
с включением CYP2B4 показало увеличение гидролиза липидной фракции до 85–90 и 50–55 % 
в случае ФХ- и ФГ-содержащих протеолипосом по сравнению с 25–30 и 18–20 % соответственно 
в контрольных липосомах [49]. Сравнение хода гидролиза фосфолипидов в протеолипосомах пока-
зывает, что в присутствии цитохрома Р450 также возрастает скорость ферментативного расщеп-
ления фосфатидилглицерина (ФГ), фосфатидилэтаноламина (ФЭ) и фосфатидилинозита (ФИ) [50]. 
Включение цитохрома Р450 в липосомы из ФХ и ФГ приводит к появлению двух фосфолипидных 
пулов, отличающихся своей организацией во временной шкале диффузионно-контролируемого 
процесса эксимиризации пирена. В протеолипосомах, содержащих интегральный белок цито-
хром Р450, в состав прибелкового слоя фосфолипидов входит около 85 молекул ФХ и 650 моле-
кул ФГ на одну молекулу цитохрома Р450 [49]. Поэтому для объяснения высокой степени гидро-
лиза ФХ ФЛА2, достигающей 85–90 % в случае мольного соотношения липид/цитохром Р450 200:1, 
представляется целесообразным допустить возможность быстрого обмена продуктов реакции 
гидролиза с основной массой липидов.

В процессе гидролиза ФХ в составе протеолипосом с включением CYP3А4 также наблюда-
лась активация панкреатической ФЛА2 с максимумом при молярном соотношении CYP/ФХ в про-
межутке 1:500–1:1000 [51].

С другой стороны, в результате обработки ФЛА2 микросом печени крыс как после введения 
животным фенобарбитала (ФБ-животные), так и без него в течение 30 мин происходит значи-
тельное снижение активности цитохрома Р450 (до 60 % от исходной) в модельной системе при 
реакции окисления анилина гидропереоксидом кумола [48]. Вместе с тем в отсутствие БСА в на-
чальный период времени (до 5 мин) наблюдаемая разность в активности цитохрома Р450 ФБ- и конт-
рольных жи вотных в 3,5–4,0 раза выше и проявляется во всем временном интервале фосфолипаз-
ной реакции. Это косвенное доказательство того, что продукты липолиза мембран под действием 
ФЛА2, которые специфически связываются БСА, могут существенно влиять на актив ность изо-
формы цитохрома Р450, окисляющей анилин [48].

Действительно, максимальный активирующий эффект от присутствия обоих продуктов реак-
ции проявляется при соотношении липид/цитохрома Р450, равном 10, а ингибирование наблюдает-
ся при соотношении, равном 50. Лизолецитин увеличивает вдвое активность цитохрома Р450 
при со отношении лизолецитин/ЦР450, равном 30. При соотношении большем, чем 100 происхо-
дит угнетение активности цитохрома Р450 [48].

Следовательно, при введении ФБ в организм ФЛА2 играют существенную роль в активации 
гидроксилирующей системы в микросомах печени. Дей ствие фосфолипаз приводит к образова-
нию лизолецитина, который в начальный период времени оказывает активирующее воздействие 
на активность цитохрома Р450. Кроме того, накопление лизофосфолипидов и жирных кислот мо-
дифицирует физическое состояние липидного матрикса микросомальной мембраны, что в свою 
очередь сказывается на активности мембранносвязанной монооксигсназной системы. Усиление 
окисления субстратов цитохромом Р450 также может обеспечиваться за счет синергизма непо-
средственно белок-белкового взаимодействия с ФЛА2. 

Белок-белковое взаимодействие цитохромов Р450 и фосфолипаз А2 in vitro. Имеются дан-
ные о проникновении секреторных ФЛА2, к которым относятся изоферменты поджелудочной 
железы и яда кобры, в кровяное русло при патологиях или воздействии яда змей [52], что предпо-
лагает in vivo возможность непосредственного контакта со встроенными в мембрану цитохрома-
ми Р450 и дальнейшего взаимного влияния на их функционирование.

Функциональная активность цитохрома Р450, как и ФЛА2, связана с поверхностью раздела фаз 
липид–вода. Проведено сравнительное исследование с использованием КД-спектроскопии (в диапа-
зоне 190–250 нм) белок-белкового взаимодействия двух ФЛА2 – яда змеи (активна в виде димера) 
и поджелудочной железы свиньи (активна в виде мономера), обладающих разными по степени 
гидрофобности специфическими участками для распознавания поверхности раздела липид–вода, 
необходимыми при связывании с субстратом или соответственно с CYP 2В4 и CYP 3А4. Обнару-
жены разнонаправленные эффекты в изменении спектров KД смеси ФЛА2 яда змеи/CYP2В4 (соотно-
шение 1:4 моль/моль) и смеси ФЛА2 поджелудочной железы свиньи/CYP3А4 человека (соотно-
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шение 1:20 моль/моль) в сравнении со спектрами KД индивидуальных белков соответственно, 
что свидетельствует о прямом белок-белковом взаимодействии ФЛА2 и CYP. При этом резуль- 
тирующий спектр КД в первом случае характеризуется увеличением в 2,5 раза значений моляр-
ной эллиптичности смеси белков по отношению к молярной эллиптичности цитохрома Р450, 
а во втором – существенным уменьшением этого показателя, что отражает значительные изме-
нения в конформации этих биополимеров при взаимодействии. Полагают, что для модуляции 
конформационных изменений вторичной структуры в процессе белок-белкового взаимодействия 
цитохрома Р450 и ФЛА2 более важны гидрофобные контакты, чем электростатические [53].

Установлено, что белок-белковое взаимодействие между панкреатической ФЛА2 и CYP3А4 
приводит к повышению каталитической активности ФЛА2 по отношению к ФХ в составе липо-
сом более чем в 1,4 раза. Показано смещение в коротковолновую область максимума поглощения 
в электронных спектрах CYP3А4 в отсутствие и присутствии ФЛА2, что доказывает связывание 
ФЛА2 с CYP3А4 и предполагает, что ФЛА2 может выступать инициатором перехода гемопро- 
теида в высокоспиновое состояние подобно природным донорам электронов. 

Дальнейшее изучение каталитической активности CYP2B4 и CYP3А4 по отношению к субстра-
там разного типа в присутствии ФЛА2 различной специфичности позволят выяснить более детальный 
механизм взаимодействия этих биополимеров между собой и их роль в монооксигеназном катализе. 

Заключение. Реакция ФЛА2 является основным путем высвобождения АК из фосфолипидов. 
АК метаболизируется цитохромом P450 в основном до EET и 19- и 20-HETE. В результате реак-
ции, катализируемой цитохромом P450, происходит утечка супероксида и перекиси водорода, 
которые могут образовывать сильные окислители, воздействующие на ненасыщенные связи арахи-
доновой кислоты в составе липидной фазы с образованием гидропероксидов липидов (цитотокси-
ческое действие). Каждый из P450-зависимых метаболитов АК имеет мощное влияние на клеточ-
ную деятельность. Таким образом, влияние P450 на ФЛА2- и AК-зависимую токсичность является 
сложным. В случае несильно связанных изоформ P450, таких как CYP2E1 и CYP2C9, экспрессия 
этих изоформ может усиливать окислительный стресс и перекисное окисление липидов в присут-
ствии АК и быть пагубным из-за активации ФЛА2. Это может происходить в результате прямого 
перекисного окисления липидов, активации p38 MAPK, нарушения гомеостаза Ca2+ и / или ми-
тохондриальной недостаточности. Напротив, в случае наиболее крепко связанных изоформ, 
таких как изоформы CYP2J или бактериальные мутантные изоформы этой эпоксигеназы, мета-
болизм АК в метаболиты, активирующие антиапоптотические пути, такие как киназа PI3 / AKT 
и p42 / p44 MAPK, могут опосредовать P450-зависимые защитные эффекты.

Анализ представленных выше данных позволяет выдвинуть следующие возможные меха-
низмы сопряжения фосфолиполиза ФЛА2 с монооксигеназным катализом: 

а) опосредованное взаимодействие через фосфолипидный матрикс (изменение конформации 
фосфолипидов, их гидропероксидирование под действием АФК; увеличение скорости «флип- 
флопа»; повышение доступности субстрата и образование продуктов фосфолипазного гидролиза);

б) взаимное изменение активности ферментов непосредственно за счет синергизма прямого 
белок-белкового взаимодействия CYP с цФЛА2 и с ФЛА2 (при патологии). Очевидно, что эти про-
цессы при опосредованном механизме могут контролироваться степенью организации фосфоли-
пидов в прибелковом слое, что может быть одной из форм регуляции активности ФЛА2 на уровне 
модификации поверхности раздела липид–вода. Преимущественная реализация того или иного 
механизма зависит от индивидуальных особенностей взаимодействующих белков.
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ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ГИДРОЛИЗ РАСТИТЕЛЬНОГО СЫРЬЯ: 
СОСТОЯНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ 

Аннотация. Растительное сырье является практически неисчерпаемым, возобновляемым в процессе фотосин-
теза растений природным ресурсом, что обусловливает перспективы его использования для промышленной перера-
ботки различными способами, в том числе гидролитическим. Основными по количественному содержанию биопо-
лимерными компонентами растительной биомассы являются полисахариды, гидролитическая переработка которых 
методами кислотного или ферментативного гидролиза приводит к образованию моносахаридов и получаемых из них 
разнообразных продуктов. Выполнен анализ теоретических представлений и современного состояния исследований 
по разработке, совершенствованию и перспективах применения процессов ферментативного гидролиза раститель-
ного сырья. Эффективность этого процесса и состав получаемых продуктов в существенной степени зависят от осо-
бенностей надмолекулярной структуры целлюлозы, содержания в сырье гемицеллюлоз и лигнина, сбалансированно-
сти и активности целлюлозного комплекса ферментов. Показано, что основными направлениями разработки и совер-
шенствования процессов ферментативного гидролиза растительного сырья в настоящее время являются получение 
и применение более эффективных штаммов микроорганизмов, продуцирующих высокоактивные ферменты, направ-
ленное создание ферментов комплексного действия (гидролизующих не только целлюлозу, но и гемицеллюлозы, 
а также деструктирующих лигнин), разработка способов предварительной обработки сырья для повышения реакци-
онной способности целлюлозы и удаления лигнина, совершенствования процессов ферментолиза.

Ключевые слова: растительное сырье, предварительная обработка, ферменты, гидролиз, биоконверсия, моно-
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ENZYMATIC HYDROLYSIS OF PLANT RAW MATERIALS: STATE AND PROSPECTS 

Abstract. Plant raw materials are practically an inexhaustible natural resource, since they are constantly renewed 
in the process of plant photosynthesis, which determines the prospects for their use for industrial processing in various ways, 
including hydrolytic. The main biopolymer components of plant biomass in terms of their quantitative content are polysaccharides, 
the hydrolytic processing of which by acidic or enzymatic hydrolysis leads to the formation of monosaccharides and various 
products obtained from them. This review of scientific literature analyzes theoretical concepts and the current state of research 
on the development, improvement and prospects for the use of enzymatic hydrolysis of plant raw materials. The efficiency 
of this process and the composition of the resulting products largely depend on the features of the supramolecular structure 
of cellulose, the content of hemicelluloses and lignin in the raw material, the balance and activity of the cellulase complex 
of enzymes. It is shown that the main directions of development and improvement of the processes of enzymatic hydrolysis 
of plant raw materials at present are the production and use of more effective strains of microorganisms that produce highly 
active enzymes, the directed creation of complex enzymes (hydrolyzing not only cellulose, but also hemicellulose, as well 
as destroying lignin), the development of methods for pretreatment of raw materials to increase the reactivity of cellulose 
and remove lignin and improve the processes of fermentolysis.
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Введение. Растительное сырье является практически неисчерпаемым природным ресурсом, 
так как постоянно возобновляется в процессе фотосинтеза растений, что обусловливает перспек-
тивы его использования для промышленной переработки различными способами, в том числе 
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гидролитическим. Основными по количественному содержанию биополимерными компонентами 
растительной биомассы являются полисахариды, гидролитическая переработка которых методами 
кислотного или ферментативного гидролиза приводит к образованию моносахаридов и получае-
мых из них разнообразных продуктов. В промышленных масштабах применяется гидролиз расти-
тельного сырья под действием кислотных катализаторов (так называемый кислотный гидролиз).

В настоящее время усилия исследователей различных стран в большей степени направлены 
на разработку способов ферментативного гидролиза. Сравнительный анализ основных параме-
тров традиционного кислотного и ферментативного гидролиза вторичных непищевых источни-
ков растительной биомассы выполнен в работе [1].

Ферментативный гидролиз полисахаридов растительной биомассы, осуществляемый под дей-
ствием комплекса ферментов, продуцируемых различными микроорганизмами или промышленно 
выпускаемыми на их основе ферментными препаратами, обладает по сравнению с кислотным 
существенными преимуществами: специфичностью действия (ферменты, обладающие целлюлаз-
ной, пектиназной, гемицеллюлазной активностью, обеспечивают превращение соответствующих 
полисахаридов – целлюлозы, пектина, гемицеллюлоз – в моносахариды), отсутствием характер-
ных для химического гидролиза вторичных превращений моносахаридов (что обеспечивает их 
выход, близкий к теоретическому), возможностью проведения процесса при невысоких темпера-
турах (т. е. без значительных энергетических затрат).

Однако особенности строения и высокоупорядоченной надмолекулярной структуры целлю-
лозы (основного по количественному содержанию полисахарида растительной ткани) и связан-
ная с этим трудность проникновения ферментов к ее макромолекулам, наличие лигнина, фермен-
тативная деструкция которого осуществляется другими комплексами ферментов, обусловливают 
значительную продолжительность ферментативного гидролиза и необходимость предваритель-
ной обработки лигноцеллюлозных материалов для удаления лигнина и повышения реакционной 
способности целлюлозы.

В настоящее время, особенно в связи с разработкой способов получения так называемого 
биоэтанола из непищевого растительного сырья для использования в качестве автомобильного 
топлива или добавок к нему, а также белоксодержащих кормовых добавок его прямой биокон-
версией, большое внимание уделяется исследованиям процессов ферментативного гидролиза 
лигноцеллюлозных материалов.

Цель данного обзора – анализ теоретических представлений и современного состояния ис-
следований по разработке, совершенствованию процессов ферментативного гидролиза расти-
тельного сырья и перспективах его промышленного применения. 

Основная часть. Ферментативный гидролиз целлюлозы и гемицеллюлоз происходит под воз-
действием не отдельных ферментов, а полиферментных систем, вырабатываемых грибами (напри-
мер, рода Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Phanerochaete, Chaetomium, Humicola и др.) 
и бактериями (Clostridium, Cellulomonas, Thermomonospora, Microbiospora, Streptomyces и др.) [2–4].

Гидролиз целлюлозы осуществляется под воздействием синергически действующего комп-
лекса целлюлаз, включающего: эндо-1,4-β-глюканазу (1,4-β-глюкан-глюкангидролазу, КФ 3.2.1.4), 
экзо-1,4-β-глюканазу (экзоцеллобиогидролазу или 1,4-β-D-глюкан-целлобиогидролазу, КФ 3.2.1.91), 
экзо-1,4-β-глюкозидазу (1,4-β-D-глюкан-гидролазу, КФ 3.2.1.74) и целлобиазу (β-глюкозидазу 
или β-D-глюкозид-глюкогидролазу, КФ 3.2.1.21), разрушающую целлобиозу до глюкозы [5, 6].

В настоящее время проводятся исследования по получению высокоэффективных, в том числе 
мутантных штаммов микроорганизмов – продуцентов комплекса ферментов, обладающих высо-
кой активностью по отношению к целлюлозе и гемицеллюлозам.

При сравнении лабораторного ферментного препарата, выделенного из гриба Penicillium 
verruculosum, и коммерческого целлюлолитического препарата CellicCTec-2, полученного из гри-
бов рода Trichoderma, по значениям удельной активности, рН- и температурного оптимума актив-
ности, стабильности, качественного и количественного составов, а также предельной степени 
конверсии при ферментативном гидролизе предобработанных паровым взрывом стеблей куку-
рузы и багассы, измельченной древесины сосны и осины показана [7] возможность использова-
ния препарат из P. Verruculosum для биоконверсии возобновляемого растительного сырья. 
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Получен ферментный препарат [8] на основе рекомбинантного щтамма гриба Penicillium 
verruculosum, содержащий в своем составе полисахаридмонооксигеназу из Myceliophora thermophila 
с увеличенной гидролитической активностью к различным видам целлюлозосодержащего сырья 
(выход продуктов гидролиза из которых повышается на 40 %, а при гидролизе наиболее тудно-
гидролизуемой микрокристаллической целлюлозы – на 60 %). Использование смесей мутантных 
форм целлюлаз Penicillium verruculosum позволило увеличить выход глюкозы при ферментатив-
ном гидролизе целлюлозосодержащих материалов (микрокристаллической целлюлозы и измель-
ченной осиновой древесины) на ~ 30 % по сравнению с композициями исходных ферментов та-
кого же состава [9].

Основы механизма ферментативного гидролиза кристаллической целлюлозы установлены 
Ризом [10, 11], которые впоследствии были трансформированы другими авторами [12–16]. По со-
временным представлениям [3, 5, 17–20], ферментативный гидролиз целлюлозы осуществляется 
при совместном и одновременном синергическом действии комплекса целлюлолитических фер-
ментов, что увеличивает скорость и глубину процесса гидролиза. Кроме того, важное значение 
при деструкции биополимеров растительного сырья (в том числе целлюлозы) имеет адсорбцион-
ное взаимодействие ферментов на поверхности субстратов [21].

Первыми атакуют целлюлозу слабосорбирующиеся эндоглюканазы (1,4-глюкозидаза и целло-
биогидролаза), разрушающие ее аморфные участки, с образованием целлоолигосахаридов различ-
ной степени полимеризации (в том числе целлобиозы). Затем в образовавшихся микродефектах 
адсорбируются прочно сорбирующиеся эндоглюканазы и целлобиогидролазы, обеспечивающие 
дальнейший доступ ферментов к внутренним аморфным областям. Целлобиоза гидролизуется 
до глюкозы под действием целлобиазы, но может образовываться также в результате специфиче-
ского воздействия экзоцеллобиогидролазы на олигосахариды или на исходный субстрат. Экзоглю-
козидаза (а в некоторых случаях – целлобиогидролаза) и/или эндоглюканаза могут непосред-
ственно превращать олигосахариды в глюкозу.

Механизм ферментативного гидролиза гемицеллюлоз, имеющих в отличие от целлюлозы раз-
ветвленную структуру, гемицеллюлазами менее изучен. Авторы [22] считают, что для их фермен-
толиза необходимо синергическое действие целлюлаз и высокоспецифичных эндо-1,4-β-D-ксиланаз, 
экзо-1,4-β-D-ксилозидаз, эндо-1,4-β-D-маннаназ, α-галактозидаз и других ферментов, состав ко-
торых зависит от содержания в растительном сырье соответствующих гемицеллюлоз.

Современные исследования о механизме и кинетике ферментативного гидролиза целлюлозы 
растительного сырья подтверждают и развивают ранее установленные закономерности. На при-
мере ферментативного гидролиза древесных опилок и рисовой шелухи под действием фермен-
тов Celluclast CCN 3000/85-4 b и Novozyme 188 разработана кинетическая модель процесса, кото-
рый протекает в две стадии: на первой – фермент быстро адсорбируется на поверхности субстрата 
с образованием комплекса фермент–целлюлоза, а на второй – часть присоединенного к целлюло-
зе фермента выделяется в раствор с возрастанием числа неактивных и ингибирующих комплек-
сов, что приводит к прекращению гидролиза [23].

Исследования микрофибриллярной структуры бактериальной целлюлозы при ферментатив-
ном гидролизе показали [24], что под действием очищенной целлобиогидролазы из Trichoderma 
reesei Cel7A (TRCel7A) происходит обширное фибрилирование целлюлозы с образованием фи-
брилл размером около 3 нм, утончение наиболее устойчивых фибрилл и обеспечивается степень 
гидролиза целлюлозы более 80 %.

При изучении эффективности процесса гидролиза различных видов биомассы под действием 
высокоэффективных ферментов [25] показано, что процессы гидролиза целлобиозы под дей- 
ствием очищенных β-глюкозидаз из штаммов Aspergillus, Penicillium, Trichoderma и Chrisosporium 
при определенных условиях сопровождаются трансгликозилированием с образованием ди-, три- 
и тетрасахаридов.

При исследовании ферментативного гидролиза целлюлозы с различной кристалличностью 
(микрокристаллической целлюлозы и фильтровальной бумаги) под действием целлобиогидролазы 
и эндоглюканазы с помощью методов экслюзионной хроматографии и многоуровневого лазерно-
го светорассеивания установлено [26], что при гидролизе микрокристаллической целлюлозы 
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под действием целлобиогидролазы процесс происходит послойно (это является причиной дли-
тельности процесса), а при действии эндоглюканазы степень полимеризации фильтровальной 
бумаги быстро снижается уже на начальной стадии, что указывает на разрыв цепей макромоле-
кул целлюлозы и создание концевых групп для атаки целлобиогидролазы.

Известно, что на эффективность ферментативного гидролиза целлюлозы существенно влияют 
физико-химические и структурные факторы (величина удельной поверхности, доступной действию 
целлюлаз, и степень кристалличности – с увеличением степени кристалличности целлюлозы 
скорость процесса снижается) [27]. Кинетические расчеты показали [28], что скорость фермента-
тивного гидролиза целлюлозы с высокой кристалличностью определяется диффузией молекул 
фермента в субстрат. С уменьшением степени кристалличности целлюлозы вклад диффузии сни-
жается, в то время как кинетический вклад в суммарную скорость процесса гидролиза возрастает.

При изучении влияния различных кристаллических форм и структурных свойств целлюло-
зы на процесс ферментативного гидролиза целлюлазой Trichoderma viride установлено [29], что 
при этом снижается как степень полимеризации целлюлозы, так и ее степень кристалличности, 
а выход сахаров зависит от конкретной полиморфной структуры целлюлозы. Показана возмож-
ность осуществления ферментативного гидролиза полисахаридов лигноцеллюлоз в присутствии 
ионных жидкостей [30].

Скорость ферментативного гидролиза целлюлозы лигноцеллюлозных материалов существенно 
зависит от площади ее поверхности, степени кристалличности, содержания и физико-химических 
свойств лигнина, обусловленных способом их предварительной обработки, которая является не-
обходимой перед биоконверсией лигноцеллюлозного сырья [31]. 

Таким образом, теоретические представления о механизме и кинетике ферментативного гидро-
лиза целлюлозы свидетельствует о том, что эффективность этого процесса и состав получаемых 
продуктов в существенной степени зависят от особенностей структуры целлюлозы, сбалансиро-
ванности и активности целлюлазного комплекса ферментов. 

Особенности строения и высокоупорядоченной структуры целлюлозы, наличие гемицеллюлоз 
и лигнина диктуют необходимость обязательной предварительной обработки лигноцеллюлоз-
ных материалов для уменьшения степени кристалличности целлюлозы и повышения ее реакци-
онной способности. Рассмотрение этих вопросов не входит в задачи данного обзора. Различные 
методы химической, физической, механической, биологической и комбинированной предвари-
тельной обработки растительного сырья достаточно хорошо систематизированы и изложены 
в литературе [27, 32–35]. Многообразие видов лигноцеллюлозных материалов, используемых 
для ферментативного гидролиза и применяемых комплексов ферментов, не позволяют однозначно 
выбрать наиболее эффективный и в то же время экономически целесообразный способ подготовки. 

В настоящее время исследования по ферментативному гидролизу растительного сырья вклю-
чают, помимо получения и применения более эффективных штаммов микроорганизмов, продуци-
рующих высокоактивные ферменты, направленного создания ферментов комплексного действия 
(гидролизующих не только целлюлозу, но и гемицеллюлозы, а также деструктирующих лигнин), 
разработку способов предварительной обработки сырья и совершенствования процессов фермен-
толиза.

Эффективность ферментативного гидролиза соломы рапса (Brassica napus) повышается двух-
стадийной предварительной обработкой для удаления лигнина и гемицеллюлоз сначала раство-
ром NaOH (при этом растворяется 35,54 % лигнина, а содержание полисахаридов возрастает 
от 32,86 до 38,13 %). На второй стадии после обработки раствором серной кислоты растворяется 
85,85 % лигнина и 91,56 % ксилана, маннана и галактана переходят в гидролизат. Такая обработка 
обеспечивает повышение эффективности ферментативного гидролиза соломы по сравнению с одно-
стадийной кислотной обработкой на 23 %, несмотря на снижение количества фермента на 50 % [36].

Для селективного удаления лигнина из багассы (с исходным содержанием лигнина 22,8 %) 
использовали [37] обработку раствором хлорита натрия с уксусной кислотой в течение 4 ч, после 
которой содержание лигнина снизилось до 6,8 %, при этом содержание целлюлозы и гемицеллю-
лоз осталось без изменения. После делигнификации багассу подвергали ферментативному гидро-
лизу под действием коммерческих целлюлаз. Показано, что багасса с низким содержанием лиг-
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нина легче подвергается ферментативному гидролизу до глюкозы, а при добавлении к целлюлазе 
β-глюкозидазы делигнифицированная целлюлозная фракция в багассе полностью гидролизует-
ся до глюкозы. При 60 %-ном удалении лигнина достигается 80 %-ная конверсия целлюлозы, 
а при удалении 70 % лигнина степень конверсии возрастает еще в большей степени.

Предобработка биомассы лигноцеллюлозных отходов (соломы, валежника, древесных опи-
лок, хвои) водно-солевыми растворами, содержащими 5–20 % глицерина (температура – 121 °С, 
давление – 98 кПа, время – 1 ч), и последующая промывка растительных субстратов водой приво-
дит к существенному стимулированию роста целлюлолитической культуры Streptomyces sp. К-7 
при температуре 30 °С, увеличению выхода редуцирующих веществ и КМЦ-целюллазной актив-
ности культуральной жидкости [38].

Установлено, что технические целлюлозы, полученные из плодовых оболочек овса обработ-
кой комбинированным способом (предгидролиз, щелочная делигнификация, обработка раство-
ром азотной кислоты), обладают высокой реакционной способностью к ферментации при гидро-
лизе смесью ферментных препаратов «Брюзайм BGX» и «Целлолюкс-А» [39].

Применение двухстадийной технологии, включающей сульфатную варку и последующий 
ферментативный гидролиз под действием эндо- и экзоцеллюлаз, позволяет получать гидролизат 
с высоким содержанием глюкозы. Так, при ферментативном гидролизе древесной сульфатной 
целлюлозы из древесины тополя с относительно низким содержание лигнина (15,4–24,2 ед. Каппа), 
древесной массы из древесины березы, бука и сосны (число Каппа 25,8–31,4) и целлюлозы 
из пшеничной соломы (число Каппа 29,5) при концентрации субстрата 1,3 % с использованием 
коммерческого фермента NS-22086, содержащего целлюлазы и ксиланазы, выход глюкозы при гид-
ролизе древесной массы из тополя составил 80 % к сухой массе и 78 % при гидролизе целлюлозы 
из бука и пшеничной соломы [40].

Ферментативный гидролиз методом твердофазной ферментации предварительно обработанной 
грибами бело-красной гнили Pleurotus florida, Coriolopsis caperata RCK 2011 и Ganoderma sp. rckk-02 
(каждой индивидуально) багассы с использованием неочищенной целлюлазы из коричнево-красной 
гнили Fomitopsis sp. RCK2010 позволил получить выход сахаров в 1,5–2,4 раза выше, чем из не-
обработанной багассы [41].

Повышение эффективности ферментативного гидролиза стеблей кукурузы обеспечено пред-
варительной водно-кислотной обработкой (при рН 2,3) и FeCl3 (при концентрации 0,05 моль/л). 
Показано, что высокая кислотность и окисляющая способность раствора ускоряют и обеспечи-
вают максимальный гидролиз гемицеллюлоз (93,04 %) и целлюлозы (92 % – за счет удаления 
основной массы гемицеллюлоз и повышения доступности и гидролизуемости целлюлозы) [42].

Для повышения гидролиза кенафа (Hibiscus cannabinus) при использовании комплекса фер-
ментов проводили его предварительную обработку в 2 стадии: сначала 0,2 %-ным раствором 
Ca(OH)2 (при соотношении жидкой и твердой фаз – гидромодуль – 8:1 при 50 °С в течение 1,5 ч), 
а на 2-й стадии – 20 %-ным раствором перуксусной кислоты (при 75 °С в течение 2 ч), что обес-
печило удаление 59,25 % лигнина и сохранение 87,72 % гемицеллюлоз и 96,1 % целлюлозы [43].

Механическая активация лигноцеллюлозного сырья с содержанием лигнина 3–35 % в акти-
ваторах планетарного, роликового, вибрационного или виброцентробежного типов обеспечивает 
при последующем гидролизе ферментными препаратами с гидролизующей активностью по отно-
шению к целлюлозе, гемицеллюлозам, крахмалу и белкам (при концентрации ферментных пре-
паратов 0,5–10 % и концентрации твердой фазы 10–40 %) при температуре 50–65 °С в течение 
1–6 сут) сокращение продолжительности осахаривания лигноцеллюлозных материалов без исполь-
зования агрессивных, взрывопожароопасных и неэкологичных реагентов [44].

Для повышения микробиологической конверсии целлюлозы при получении этанола отходы 
волокон механической массы из эвкалипта после щелочной пероксидной обработки предвари-
тельно обрабатывали растворами ПАВ (Твин-80) и FeCl3. Предварительная обработка массы 
раствором FeCl3 улучшает ферментативный гидролиз волокон эвкалипта, но одновременно ин-
гибирует активность фермента. Добавление Твин-80 в раствор FeCl3 при предварительной обра-
ботке повышает активность фермента путем разбавления ионов Fe(III) на поверхности биомассы. 
При оптимальных условиях предварительной обработки (температура – 180 °С, гидромодуль – 8:1, 
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продолжительность – 30 мин, концентрация FeCl3 и Твин-80 – 0,15 моль/л и 1 % соответственно) 
и начальной концентрации целлюлазы 20 ед./г субстрата выход глюкозы составил 34,8 г/100 г 
абсолютно сухой биомассы, а после 72 ч ферментативного гидролиза – 91,3 % [45].

Предварительная комбинированная обработка коры тополя 3 %-ным раствором H2SO4 с одно-
временным гамма-облучением (0–1000 кГр) повышает эффективность ферментативного гидро-
лиза – выход редуцирующих сахаров при комбинированной обработке достигает 83,1 %, что 
объясняется изменением кристалличности целлюлозы, модификацией лигнина и удалением ге-
мицеллюлоз [46].

Обработка паром лигноцеллюлозных нанофибрилл при температуре до 140 °С влияет на содер-
жание гемицеллюлоз. При их ферментативном гидролизе целлюлазой Acremonium (многокомпо-
нентный фермент, включающий гемицеллюлазы) установлено, что гемицеллюлозы локализуются 
вокруг микрофибрилл целлюлозы и быстро распадаются, что приводит к доступности поверхно-
сти целлюлозы после начальной стадии гидролиза, затем происходит ее основной гидролиз [47].

Показано [48], что при ферментативном гидролизе отходов переработки злаков (соломы и ше-
лухи овса) наиболее эффективной является их последовательная обработка перед гидролизом 
раствором гидроксида натрия и пероксидом водорода, а ферментный препарат «Целлолюкс-А» 
обладает достаточно высокой активностью по отношению данным субстратам.

При гидролизе целлюлозы «Ватман № 1» и стеблей кукурузы, активированных измельчением 
в шаровых мельницах Spex 8 и АПФ-4, ферментным комплексным препаратом «Целлолюкс-А» 
(с целлюлазной активностью 2000 ед./г), установлено, что гидролизуются преимущественно 
аморфные участки целлюлозы, а в остатке после гидролиза происходит увеличение степени кри-
сталличности целлюлозы [49].

Показана возможность осуществления ферментативного гидролиза лигноцеллюлозных фрак-
ций пшеничной соломы, стержней кукурузных початков, свекловичного жома и березовых опи-
лок после отгонки из них фурфурола с использованием ферментного препарата CellicCTec 2 
(температура – 45 °С, рH 5,0 при продолжительности 25–30 ч), обеспечивающего выход редуци-
рующих веществ 14–22 % от абсолютно сухого вещества [50].

Ферментативный гидролиз 20 %-ной суспензии багассы из гигантского тростника, предвари-
тельно обработанного паровым взрывом в присутствии кислотного катализатора или без него, 
ферментными препаратами CellicTMCTec 1 и CellicTMCTec 2 после 48 ч ферментации, обеспечивает 
концентрацию моносахаридов (глюкозы и ксилозы) в гидролизате 91 г/л [51].

Повышение эффективности ферментативного гидролиза полисахаридов древесины, обеспе-
чивающего суммарный выход редуцирующих сахаров 11,5–18,7 %, достигается ее предваритель-
ным измельчением до образования ультрадисперсных частиц (от 2 до 200 нм) [52].

Технологически ферментативный гидролиз растительного сырья может осуществляться спо-
собами глубинной ферментации в виде суспензии нерастворимого субстрата в жидкой питатель-
ной среде и твердофазной ферментацией на поверхности и в массе субстрата. Сравнение этих 
способов, их достоинства и недостатки наиболее полно изложены в работах [53, 54].

Одним из существенных недостатков при осуществлении процесса глубинной ферментации 
является сравнительно невысокая концентрация нерастворимого субстрата в жидкой питатель-
ной среде, что требует применения аппаратов большого объема и сопровождается образованием 
значительного количества сточных вод. Но при этом в принципе возможно использование фер-
ментаторов, применяемых, например, в производстве кормовых дрожжей из гидролизатов рас-
тительного сырья.

При реализации процесса твердофазной ферментации в большей степени возникают пробле-
мы, связанные с массообменном – аэрацией всего объема субстрата и отводом физиологического 
тепла, что приводит к снижению эффективности процесса, увеличению его продолжительности, 
а также затрудняет контролирование и управление процессом [53].

Применяемые для этого аппараты (растильные камеры с горизонтально и вертикально рас-
положенными кюветами, установки колонного и барабанного типов и др. конструкции) исполь-
зуются преимущественно для культивирования микроорганизмов на твердых питательных сре-
дах при получении посевного материала или малотоннажных продуктов микробиологического 
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синтеза и, как правило, не способны обеспечить достаточно высокую производительность по пе-
рерабатываемому сырью [53, 55].

В настоящее время разработаны различные аппараты для осуществления процесса фермен-
тации растительного сырья, например [56–58], в том числе конструкция, обеспечивающая в про-
цессе твердофазной ферментации увеличение производительности и эффективности фермен- 
толиза лигноцеллюлозных субстратов по сравнению с известными [58]. Однако эти решения 
не доведены до стадии конструкторских разработок и их применение возможно после создания 
соответствующей технической документации, опытных образцов технических решений и апро-
бации в опытно-промышленных условиях. 

Заключение. Наличие постоянно возобновляемых запасов углеводсодержащего раститель-
ного сырья обусловливает необходимость разработки новых способов его переработки, в том 
числе методами ферментативного гидролиза под действием комплекса ферментов, продуцируе-
мых различными микроорганизмами или промышленно выпускаемыми на их основе фермент-
ными препаратами.

Основными направлениями разработки и совершенствования процессов ферментативного 
гидролиза растительного сырья в настоящее время являются получение и применение более эффек-
тивных штаммов микроорганизмов, продуцирующих высокоактивные ферменты, направленное 
создание ферментов комплексного действия (гидролизующих не только целлюлозу, но и геми-
целлюлозы, а также деструктирующих лигнин), разработка способов предварительной обработки 
сырья и совершенствования процессов ферментолиза.
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