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Аннотация
Цели. Разработка и апробация метода решения обратной задачи химической кинетики по оценке частот элементарных стадий 
сложных химических реакций, протекающих в хаотическом режиме.
Методы. Метод основан на представлении нестационарных экспериментальных данных о концентрациях реагентов и скоро-
стях их изменения в виде матрицы специальной структуры.
Результаты. Эффективность метода показана на примерах реакций, протекающих по стадийным схемам, аналогичным меха-
низму Вилламовски–Росслера, и характеризующихся незатухающими апериодическими колебаниями.
Выводы. Метод позволяет с высокой точностью определить частоты стадий для реакций, протекающих по механизмам с немо-
нотонной динамикой любой сложности.
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Abstract
Objectives. To develop and test a method for solving the inverse problem of chemical kinetics for estimating the frequencies of elementary 
stages of complex chemical reactions occurring in a chaotic regime.
Methods. The method is based on the representation of nonstationary experimental data on reagent concentrations and the rates of their 
change in the form of a matrix of a particular structure.
Results. The effectiveness of the method is demonstrated by examples of reactions proceeding according to stage schemes similar to the 
Willamowski–Rossler mechanism, characterized by undamped aperiodic oscillations.
Conclusions. The method allows the frequencies of  stages for reactions proceeding according to  mechanisms with non-monotonic 
dynamics of any complexity to be determined with high accuracy.
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ВВЕДЕНИЕ

В  настоящее время известны методы решения об-
ратной задачи (ОЗ) химической кинетики на основе 
нестационарных данных для химических реакций, 
протекающих в  монотонном режиме  [1–3]. Методы 
решения ОЗ  для химических реакций, характери-
зующихся немонотонным поведением и, особенно, 
критическими явлениями, практически не  изуче-
ны [4, 5]. Известно также, что ОЗ является некоррект-
ной, и  ее решение, как правило, неоднозначно  [6]. 
В [7–11] приведены новые подходы по преодолению 
этих проблем, позволяющие повысить точность ре-
шения ОЗ. В [12] рассмотрено решение ОЗ для авто-
колебательной реакции Грея–Скотта  [13] на  основе 
экспериментальных амплитудно-частотных харак-
теристик. В  [14] приведен альтернативный метод 
решения ОЗ для этой же реакции и показано, что ис-
пользование нестационарных значений концентра-
ций реагентов и скоростей их изменения позволяет 
повысить однозначность и точность решения.

Первые примеры химических реакций, динамиче-
ские модели которых описывают хаотические колеба-
ния в рамках закона действующих масс (ЗДМ), были 

найдены Росслером [15]. Простейшим из них являет-
ся механизм Вилламовски–Росслера  [16–18]. В  этих 
работах кинетические параметры стадийных схем 
определялись численно, исходя из  условий неустой-
чивости решений обыкновенных дифференциальных 
уравнений (ОДУ), описывающих нестационарные мо-
дели соответствующих реакций, и  известных крите-
риев хаотичности динамических систем (показатели 
Ляпунова и др.) [19–20]. Ниже приведен метод реше-
ния ОЗ  для химических реакций с  непредсказуемой 
хаотической динамикой на основе данных о концен-
трациях реагентов и скоростях их изменения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Механизм сложной химической реакции описывает-
ся набором элементарных стадий

A X X A ,ik ij j ikk ij kj
b a a b↔+ + --+ +∑ ∑ ∑ ∑

i = 1, …, s, j = 1, …, n,�
(1)

где b±ik,  a±ij  — стехиометрические коэффициенты 
реагентов Ak и Xj соответственно в прямом и обрат-
ном направлениях стадии  i. Пусть Ak  — реагенты, 
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концентрации которых практически не  меняются 
в  ходе реакции (неключевые, медленные реаген-
ты  — в  терминах принципа квазистационарности 
Боденштейна–Семенова  [21]); Хj  — ключевые ре-
агенты, концентрации которых меняются в  ходе 
реакции (существенные реагенты  — в  терминах 
А.М.  Жаботинского  [22]). Динамика такой реакции 
в изотермическом безградиентном реакторе, соглас-
но ЗДМ, описывается системой ОДУ [1]:

( )( ),a ij a ij
j ij ij i j j i j jx a a w x w x+ -

- + -′ = - Π - Π∑
j = 1, …, n,�

(2)

где xj = xj(t) — концентрации ключевых реагентов Xj 
(безразмерные, б/р); t — время (с); xj(t0) = xj

0 — на-
чальные условия (н.у.); t0 — начальный момент време-
ни (с); A ,b ik

i i k kw k += Π  Ab ik
i i k kw k -

- -= Π  — частоты 
прямых и обратных стадий, включающие сомножи-
тели концентрации неключевых реагентов (c−1);  
ki, k−i — константы скоростей стадий в прямом и об-
ратном направлениях (c−1).

Система (2) при наличии экспериментальных 
данных о концентрациях и скоростях изменения кон-
центраций реагентов представляет собой линейную 
относительно частот стадий систему алгебраических 
уравнений, которую можно записать в виде

( )( )j ij i ij i ijijv a a w r w r+ - --= - -∑ , j = 1, …, n,� (3)

где vj  — скорости изменения концентраций ключе-
вых реагентов; rij, r−ij — мономы скоростей стадий, 
т.е. скорости стадий при единичных значениях частот 
стадий. Разделение правой части системы (3) на мо-
номы и частоты удобно, т.к. численные значения мо-
номов известны из  эксперимента в каждый момент 
времени (они равны произведению концентраций 
ключевых реагентов), а значения частот стадий явля-
ются искомыми параметрами ОЗ.

Система  (3), как правило, включает одинаковые 
мономы скоростей стадий с  разными значениями 
частот стадий. Объединим такие мономы (приведем 
подобные) и запишем модифицированную таким об-
разом систему (3) в краткой (матричной) форме

v = Rw, � (3*)

где R — матрица различных мономов скоростей (по-
сле приведения подобных), w — вектор частот стадий.

Наилучшее решение такой системы дают методы 
минимизации функции ошибок f(w) (штрафной функ-
ции), например, в виде суммы квадратов отклонений

T( ) ( ) ( ),f = - -w Rw v Rw v  � (4)

где T — знак транспонирования. Это решение можно 
записать с использованием псевдообратной матрицы 
R+ [23]:
w = R+v.� (5)

В частном случае, когда исходная матрица R ква-
дратная и  невырожденная, псевдообратная матрица 
совпадает с обратной R+ = R−1. В общем случае, ког-
да число экспериментальных точек не  равно числу 
искомых частот стадий, матрица R имеет неполный 
ранг. Тогда, если произведение матриц RTR не  вы-
рождено, то

T 1 T( ) ,+ -=R R R R � (6)

где RT — транспонированная матрица. Если и произ-
ведение RTR имеет неполный ранг, то

T 1 T
0

lim ( ) ,+ -
δ→

= + δR R R E R � (7)

где E — единичная матрица. Проведенные расчеты 
в системах компьютерной алгебры [3, 24] показали, 
что для определения частот стадий достаточно ис-
пользовать формулу (6).

Для сравнения используем и  штрафную функ-
цию — максимум модулей отклонений

( ) max( ( )).f abs= -w Rw v � (8)

Функция (8) является композицией функций max  
и  abs, имеющих изломы, и  ее анализ сложнее, чем 
анализ функции  (4). Минимум функции  (8) можно 
найти, разбив все пространство возможных значений 
вектора w на области гладкости (8), найдя минимум 
в каждой из этих областей и затем выбрав из этих ло-
кальных минимумов глобальный. Очевидно, что точ-
ки минимума функций (4) и (8) различны и этим ми-
нимумам соответствуют разные значения вектора w.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Применим описанный выше метод к  реакциям, 
протекающим по  стадийным схемам, аналогичным 
механизму Вилламовски–Росслера, характеризую-
щимся незатухающими апериодическими (хаотиче-
скими) колебаниями [15–18, 25, 26].

Пример  1. Рассмотрим гомогенную реакцию 
А + 2B → C + D, протекающую по схеме [25]:

1) A + X ↔ 2X, 2) B + X + Y → 2Y + A, 
3) Z + Y → D, 4) A + B → Z + С. � (1.1)

где A,  B,  C,  D  — неключевые реагенты (мо-
гут быть любые); X,  Y,  Z  — ключевые реаген-
ты. По  данной схеме может протекать реакция 
CO + 2NO → N2O + CO2:

1) CO + CO* ↔ 2CO*, 
2) NO + CO* + NO* → 2NO* + CO, 
3) N* + NO* → N2O, 4) CO + NO → N* + CO2.�

(1.2)

Нестационарная кинетическая модель ре-
акций, протекающих по  схемам  (1.1) и  (1.2), 
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в предположении квазистационарности по неключе-
вым реагентам описывается ОДУ

2
1 1 2 ,x w x w x w xy-′ = - -  
2 3 ,y w xy w yz′ = -

3 4 ,z w yz w′ = - + �
(1.3)

где wi, w−i — частоты стадий в прямом и обратном 
направлениях, включающие концентрации неключе-
вых реагентов; х,  y  и  z  — концентрации ключевых 
реагентов X, Y и Z. В [25] показано, что система (1.3) 
демонстрирует хаотические колебания при опреде-
ленных значениях частот стадий и н.у. (рис. 1).
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Рис. 1. Зависимости x(t), y(t), z(t) в реакции А + 2B → C + D, 
описываемой моделью (1.3) при w1 = 3, w−1 = 0.75, w2 = 18, 
w3 = 10, w4 = 1 с−1 и x0 = 0.1, y0 = 0.2; z0 = 0.3

Fig. 1. Dependencies x(t), y(t), z(t) in the reaction 
A + 2B → C + D described by model (1.3) at w1 = 3, w−1 = 0.75, 
w2 = 18, w3 = 10, w4 = 1 s−1, and x0 = 0.1, y0 = 0.2, z0 = 0.3

Значения концентраций ключевых реагентов 
и  скоростей их  изменения, выбранных для расче-
тов в определенные моменты времени из зависимо-
стей x(t), y(t), z(t) (рис. 1), приведены в табл. 1.

Уравнения  (1.3) содержат 5  различных моно-
мов скоростей  1, х, х2, хy, yz. Они образуют матри-
цу R размером 5 × 3n, составленную из троек строк  
[0, x, −х2, −хy, 0], [0, 0, 0, xy, −yz] и  [1, 0, 0, 0, −yz] 
для реагентов X, Y и Z соответственно, вычисленных  
для каждого эксперимента. Результаты реше-
ния  ОЗ  для двух вариантов штрафной функции  (4) 
и (8) приведены в табл. 2.

Таблица 1. Концентрации реагентов и скорости их изменения* 
в реакции А + 2B → C + D, протекающей по схеме (1.1), 
при w1 = 3, w−1 = 0.75, w2 = 18, w3 = 10, w4 = 1, с−1

Table 1. Concentrations of reagents and rates of their change* 
in the reaction A + 2B → C + D, proceeding according 
to scheme (1.1) at w1 = 3, w−1 = 0.75, w2 = 18, w3 = 10, w4 = 1, s−1

t, с
t, s

0 5 10 15 20 25

x, б/р
x, a.u.

0.1000 0.2480 0.1663 1.3908 3.0491 0.0127

y, б/р
y, a.u.

0.2000 1.0100 0.4738 0.0000 0.0000 0.0009

z, б/р
z, a.u.

0.3000 0.5827 0.6112 2.2368 3.3339 1.0031

x′, с−1

x′, s−1 −0.0675 −3.8114 −0.9403 2.7217 2.1732 0.0376

y′, с−1

y′, s−1 −0.2400 −1.3758 −1.4775 0.0000 0.0006 −0.0088

z′, с−1

z′, s−1 0.4000 −4.8852 −1.8960 1.0000 0.9991 0.9910

* �Скорости изменения концентраций реагентов x′, y′, z′  
рассчитаны по уравнениям (1.3).

* �The rates of  change of  reagent concentrations x′,  y′,  z′ 
are calculated using equations (1.3).

Таблица 2. Точность решения обратной задачи для реакции (1.1) в зависимости от штрафной функции

Table 2. Accuracy of the inverse problem (IP) solution for reaction (1.1) depending on the penalty function

Штрафная 
функция

Penalty function

Частоты стадий
Stage frequencies

w1, c−1

w1, s−1
w2, c−1

w2, s−1
w3, c−1

w3, s−1
w4, c−1

w4, s−1
w−1, c−1

w−1, s−1

Точное значение
The exact value

3.00 18.00 10.00 1.00 0.75

(4)

Расчетное значение
Estimated value

3.0008 18.0031 9.9998 0.9998 0.7504

Погрешность, %
Error rate, %

0.0267 0.0172 0.0020 0.0200 0.0533

(8)

Расчетное значение
Estimated value

3.0004 18.0029 9.9989 0.9994 0.7503

Погрешность, %
Error rate, %

0.0133 0.0161 0.0110 0.0600 0.0400
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Как видно из  табл. 2, погрешности определения 
частот стадий описанным выше методом малы при 
обоих способах выбора штрафной функции.

Пример  2. Рассмотрим гетерогенно-каталитиче-
скую реакцию 2NO + CO → N2O + CO2, протекаю-
щую на  платиновых металлах по  стадийной схе-
ме [26]:

1) CO + Q + QCO ↔ 2QCO, 
2) NO + QCO + QN → 2QN + CO2, 
3) QNO + QN → 2Q + N2O, 4) NO + Q → QNO, �

(2.1)

в  которой ключевыми реагентами являются QCO, 
QN, QNO — центры поверхности катализатора, за-
нятые монооксидами углерода и азотом, а также Q — 
свободные центры катализатора. Кратко, без неклю-
чевых реагентов NO, CO, N2O и  CO2, схема  (2.1) 
имеет вид

1) Q + X ↔ 2X, 2) X + Y → 2Y, 
3) Z + Y → 2Q, 4) Q → Z,� (2.2)

для которой кинетическая модель (2) запишется в виде:
2

1 1 2 ,x w xq w x w xy-′ = - -  
2 3 ,y w xy w yz′ = -  

3 4 ,z w yz w q′ = - +  �
(2.3)

где х, y, z и q — безразмерные концентрации ключе-
вых веществ QCO = Х, QN = Y, QNO = Z и свобод-
ных центров Q на поверхности катализатора, причем 
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Рис. 2. Зависимости x(t), y(t), z(t) в реакции 
взаимодействия монооксидов азота и углерода, 
описываемой моделью (2.3), при w1 = 50, w2 = 200, 
w3 = 100, w4 = w−1 = 1 с−1, x0 = y0 = z0 = 0.1

Fig. 2. Dependencies x(t), y(t), z(t) in reaction of interaction 
of nitrogen and carbon monoxides described by model (2.3) 
at w1 = 50, w2 = 200, w3 = 100, w4 = w−1 = 1 s−1, 
x0 = y0 = z0 = 0.1

x + y + z + q = 1 (закон сохранения катализатора). 
Следует отметить, что концентрации ключевых ве-
ществ и свободных центров на поверхности катали-
затора не  могут быть измерены даже современны-
ми физико-химическими методами исследования.  
В  [26] показано, что система ОДУ  (2.3) описывает 
хаотические колебания при определенных значениях 
частот стадий и н.у. (рис. 2).

Значения концентраций реагентов и  скоростей 
их изменения, выбранных для расчетов в определен-
ные моменты времени из зависимостей x(t), y(t), z(t) 
(рис. 2), приведены в табл. 3.

Таблица 3. Концентрации реагентов  
и скорости их изменения в реакции взаимодействия 
монооксидов азота и углерода, протекающей 
по механизму (2.1) при w1 = 50, w2 = 200, w3 = 100, 
w4 = w−1 = 1 с−1

Table 3. Concentrations of reagents  
and rates of their change in the reaction of interaction  
of nitrogen and carbon monoxides, proceeding according 
to mechanism (2.1) at w1 = 50, w2 = 200, w3 = 100, 
w4 = w−1 = 1 s−1

t, с
t, s

0 1 2 3 4 5

x, б/р

x, a.u.
0.1000 0.0000 0.3869 0.4011 0.0000 0.0002

y, б/р

y, a.u.
0.1000 0.3701 0.1965 0.0047 0.0044 0.0640

z, б/р

z, a.u.
0.1000 0.0156 0.2543 0.2714 0.1935 0.0787

x′, с−1

x′, s−1
1.4900 −0.0001 −12.2097 5.9310 0.0018 0.0057

y′, с−1

y′, s−1
1.0000 −0.5788 10.2050 0.2518 −0.0853 −0.5017

z′, с−1

z′, s−1
−0.3000 0.0353 −4.8335 0.1940 0.7167 0.3530

Уравнения  (2.3) cодержат 5  различных моно-
мов скоростей хq, хy, yz, q, х2. Они образуют матри-
цу R размером 5 × 3n, составленную из троек строк 
[хq, -хy, 0, 0, –х2], [0, xy, -yz, 0, 0] и [0, 0, -yz, q, 0] 
для реагентов  X, Y  и Z  соответственно, вычис-
ленных для каждого эксперимента. Решение 
ОЗ  для штрафных функций  (4) и  (8) приведено  
в табл. 4.
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Как видно из  табл. 4, погрешности определения 
частот стадий для обоих вариантов штрафных функ-
ций  (4), (8) достаточно малы. Найденные значения 
частот стадий при разных штрафных функциях прак-
тически одинаковы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложен метод решения обратной кинетической 
задачи для реакций, протекающих по  механизмам 
с хаотической динамикой. Метод основан на исполь-
зовании экспериментально измеренных значений 
концентраций реагентов и скоростей их изменения. 
Основное отличие метода от известных ранее мето-
дов состоит в  выделении различных мономов ско-
ростей стадий и  способе формировании матрицы 
экспериментальных данных. Проведенный анализ 
показал, что описанный метод позволяет с высокой 
точностью определить частоты стадий для реакций, 
протекающих по  механизмам с  динамикой любой 
сложности (монотонной, немонотонной, периодиче-
ской и хаотической).
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Таблица 4. Зависимость точности решения обратной задачи от выбора штрафной функции для реакции взаимодействия 
монооксидов азота и углерода, протекающей по схеме (2.1)

Table 4. Dependence of the IP solution accuracy on the choice of the penalty function for the reaction of interaction of nitrogen  
and carbon monoxides, proceeding according to scheme (2.1)

Штрафная 
функция

Penalty function

Частоты стадий
Stage frequencies

w1, c−1

w1, s−1
w2, c−1

w2, s−1
w3, c−1

w3, s−1
w4, c−1

w4, s−1
w−1, c−1

w−1, s−1

Точное значение
The exact value

50.00 200 100 1 1

(4)

Расчетное значение
Estimated value

49.9728 199.9172 99.9609 1.0020 0.9986

Погрешность, %
Error rate, %

0.0544 0.0414 0.0391 0.2000 0.1400

(8)

Расчетное значение
Estimated value

49.9533 199.9042 99.9130 1.0085 0.9953

Погрешность, %
Error rate, %

0.0934 0.0479 0.0870 0.8500 0.4700
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Синтез метанола из газообразных продуктов 
пиролиза осадка сточных вод
О.М. Ларина , И.И. Лищинер, О.В. Малова, Ю.М. Фалеева
Объединенный институт высоких температур Российской академии наук (ОИВТ РАН), Москва, 125412 Россия
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Аннотация
Цели. Исследовать влияние непостоянства состава (различное содержание зольности и органической части) осадка сточных 
вод (ОСВ) на характеристики синтез-газа, определить выход продуктов во всей цепочке превращений осадка сточных вод в ме-
танол через стадию производства синтез-газа методом двухстадийного пиролиза.
Методы. Синтез-газ был получен методом двухстадийного пиролиза, заключающимся в нагреве ОСВ от 20 до 1000°C в бес-
кислородной среде с последующим термическим гетерогенным крекингом летучих продуктов в среде биоугля при температуре 
1000°C. Конверсия синтез-газа в метанол проходила на CuZnAl-катализаторе в проточном изотермическом реакторе на тепло-
вых трубах с объемной скоростью подачи сырья 600 ч−1, при давлении внутри реактора 5 МПа, температурах в слое катали-
затора 205, 215 и 225°C. В качестве сырья для производства метанола был использован синтез-газ с содержанием СО2 менее 
0.5 об. % и отношением Н2/СО, равным 1.8.
Результаты. Результаты экспериментальных исследований процесса получения синтез-газа из ОСВ установили, что незави-
симо от величины зольности осадка, активное образование синтез-газа при двухстадийном пиролизе происходило в интервале 
температур 140–600°C. Отношение Н2/СО в  синтез-газе, произведенным методом двухстадийного пиролиза ОСВ, зависело 
от атомного отношения Н/О в составе осадка. Максимальный выход и чистота метанола-сырца были получены при температуре 
в слое катализатора равной 225°С. Общая конверсия оксида углерода составила 43.6%.
Выводы. Непостоянство состава ОСВ влияло на количественные показатели в значительной степени по удельному объемно-
му выходу синтез-газа и незначительно по его составу. Качественно на протекание процесса получения синтез-газа различие 
в видах ОСВ влияния не оказывало. Результаты экспериментальных исследований показали, что из 1 кг ОСВ с относительной 
влажностью до 5 мас. % может быть произведено 1.1 нм3 синтез-газа и далее 220 г чистого метанола.

Ключевые слова
осадок сточных вод, синтез-газ, метанол, двухстадийный пиролиз, 
термический крекинг, каталитическая конверсия, жидкие моторные топлива

Поступила:� 23.01.2025
Доработана:� 09.07.2025
Принята в печать:� 10.11.2025

Для цитирования
Ларина О.М., Лищинер И.И., Малова О.В., Фалеева Ю.М. Синтез метанола из газообразных продуктов пиролиза осадка сточных 
вод. Тонкие химические технологии. 2025;20(6):540–554. https://doi.org/10.32362/2410-6593-2025-20-6-540-554

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 
2025;20(6):540–554

ISSN 2410-6593 (Print)
ISSN 2686-7575 (Online)

Химия и технология органических веществ

Chemistry and technology of organic substances

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2025-20-6-540-554
https://www.elibrary.ru/NAQGZO
mailto:olga.m.larina@ihed.ras.ru
https://doi.org/10.32362/2410-6593-2025-20-6-540-554


Синтез метанола из газообразных продуктов  
пиролиза осадка сточных вод

О.М. Ларина 
и др.

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2025;20(6):540–554� 541

RESEARCH ARTICLE

Synthesis of methanol from gaseous products 
of pyrolysis of sewage sludge
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 Corresponding author, e-mail: olga.m.larina@ihed.ras.ru

Abstract
Objectives. To study the influence of compositional variability (different ash and organic matter contents) of  sewage sludge on  the 
characteristics of  synthesis gas (syngas) and to determine the yield of  products in  the entire chain of  conversion of  sewage sludge 
to methanol through the stage of syngas production by two-stage pyrolysis.
Methods. Syngas was produced by a two-stage pyrolysis method. After heating sewage sludge from 20 to 1000°C in an oxygen-free 
medium, heterogeneous thermal cracking of  the volatile products was carried out in a biochar medium at 1000°C. The syngas was 
converted to methanol on a CuZnAl catalyst in an isothermal flow heat-pipe reactor at a feedstock feed rate of 600 h−1, an internal reactor 
pressure of 5 MPa, and temperatures in the catalyst bed of 205, 215, and 225°C. The resultant syngas having a CO2 content of less than 
0.5 vol % and a H2/CO ratio of 1.8 was used as feedstock for methanol production.
Results. The experimental studies of syngas production from sewage sludge demonstrated the active formation of syngas during two-
stage pyrolysis in  the temperature range of  140–600°C regardless of  the ash content of  the sludge. The H2/CO ratio in  the syngas 
produced by  two-stage pyrolysis of sewage sludge was shown to depend on  the H/O atomic ratio in  the sludge composition. Crude 
methanol was obtained at maximum yield and purity at a temperature of 225°C in the catalyst bed. The overall conversion of carbon 
monoxide was 43.6%.
Conclusions. Variability in the composition of sewage sludge significantly influences quantitative parameters to a large extent in terms 
of the specific volume yield of syngas and insignificantly terms of its composition. No qualitative influence was exerted by the difference 
in the types of sewage sludge on syngas production. The experimental studies showed that 1 kg of sewage sludge with a relative moisture 
content up to 5 wt % can produce 1.1 nm3 of syngas and a further 220 g of pure methanol.

Keywords
sewage sludge, syngas, methanol, two-stage pyrolysis, thermal cracking, catalytic conversion, 
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ВВЕДЕНИЕ

Парижское климатическое соглашение 2015  г. на-
правлено на  ограничение роста глобальной темпе-
ратуры на  1.5–2°C выше доиндустриального уров-
ня [1]. В первую очередь это достигается снижением 
выбросов парниковых газов (СН4  и  СО2), по  выра-
ботке которых Россия, наравне с Китаем и США, за-
нимает лидирующие позиции [2, 3]. Достичь сниже-
ния выбросов СО2 можно за счет частичной замены 
ископаемых топлив на углерод-нейтральные — био-
массу [4, 5].

В последние годы в  России активно развивает-
ся технология получения синтетических жидких 
углеводородных продуктов — GTL (Gas-To-Liquid), 
основными этапами которой являются производ-
ство синтез-газа и его каталитическое превращение 

в компоненты моторных топлив [6]. В классической 
схеме синтез-газ образуется за счет паровой конвер-
сии природного газа  [7]. Но  для каталитического 
превращения в синтетические углеводороды неваж-
но, каким способом был произведен синтез-газ, глав-
ное, чтобы он удовлетворял требованиям по составу, 
количеству примесей  и  т.д. В  парадигме снижения 
углеродного следа биомасса может использована для 
производства синтез-газа по  методу двухстадийной 
пиролитической конверсии  [8,  9]. Альтернативой 
традиционному процессу Фишера–Тропша может 
стать двухстадийный каталитический процесс син-
теза жидких углеводородов, в  котором на  первой 
стадии синтез-газ каталитическим путем превраща-
ется в  метанол, а  далее метанол также каталитиче-
ски преобразуется в компоненты жидких моторных 
топлив [10].
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В данной работе осадок сточных вод  (ОСВ) 
рассматривается, как сырье для производства 
синтез-газа для дальнейшего синтеза жидких угле-
водородов. Ежегодно в  России образуется более 
100 млн. м3 ОСВ при средней влажности 96%. После 
обезвоживания с  территории очистных сооружений 
он отправляется на подсушку на иловые карты, где 
и остается, поскольку его использование в качестве 
удобрения в  сельском хозяйстве ограничено нали-
чием ионов тяжелых металлов в  составе  [11,  12]. 
В странах Европы применяется более 20 видов тех-
нологий переработки ОСВ, среди которых захороне-
ние, использование в качестве удобрения, сжигание, 
пиролиз и  др.  [13]. Основным способом является 
использование в  сельском хозяйстве, а  из термиче-
ских способов наиболее активно применяется сжи-
гание  [14]. За  счет сжигания можно значительно 
снизить объем ОСВ, получив при этом тепловую 
энергию, но большой проблемой при этом является 
образование оксидов серы  [15]. Тепловую энергию 
невозможно передать на большое расстояние. Другое 
дело, если из ОСВ можно получить какой-то конеч-
ный или промежуточный продукт, применимый, на-
пример, в химической промышленности.

Целью настоящей работы было исследовать влия-
ние непостоянства состава ОСВ на выход и свойства 
синтез-газа, а  также проследить всю цепочку пре-
вращения ОСВ в  промежуточный продукт двухста-
дийного каталитического процесса синтеза жидких 
углеводородов — метанол.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе исследованы образцы ОСВ из  трех раз-
личных очистных сооружений (ОС) России: 
(1)  Люберецких  ОС (Московская область), (2)  ОС 
предприятия ООО  «Тольяттикаучук» (Самарская 
область) и  (3)  ОС г.  Альметьевск (республика 
Татарстан). Образцы представляют собой сыпучий 

материал серо-коричневого цвета с  примесями во-
локон органического происхождения. Внешний вид 
образцов показан на рис. 1.

Предварительная подготовка сырья включала 
сушку при температуре 105°C для снижения относи-
тельной влажности до значений не выше 3–5 мас. %. 
Технический анализ (определение зольности  (A), 
летучих веществ  (VM), связанного углерода  (FC)) 
выполняли с  использованием термогравиметри-
ческого анализатора NETZSCH  STA  2500  Regulus 
(NETZSCH Group, Германия). Скорость нагрева 
сырья составляла 20°C/мин. Элементный состав 
(C,  H,  N,  S) образцов определяли с  помощью эле-
ментного анализатора Vario MACRO Cube (Elementar 
Analysensysteme  GmbH, Германия). Содержание 
кислорода  (O) вычисляли по  остаточному принци-
пу. Высшую теплоту сгорания HCV рассчитывали 
по  данным элементного состава. Результаты техни-
ческого анализа и  элементного анализа проб сырья 
на сухую массу представлены в табл. 1.

Таблица 1. Характеристики исследуемого ОСВ (на сухую массу)

Table 1. Characteristics of sewage sludge samples (dry basis)

Параметр
Parameter

Единица 
измерения

Unit of measure

Образец
Sample

1 2 3

C
H
N
S
O
A

FC
VM

мас. %
wt %

27.33
3.60
3.59
1.26
18.34
45.88
9.74
44.38

14.88
3.31
1.76
0.78
28.21
51.06
5.70
43.24

35.91
5.15
6.33
0.86
24.03
27.72
13.23
59.05

HCV
МДж/кг
MJ/kg

11.11 6.21 16.12

(1) (2) (3)

Рис. 1. Образцы исследуемых ОСВ: (1) Люберецкие ОС, (2) ОС ООО «Тольяттикаучук», (3) ОС г. Альметьевск

Fig. 1. Sewage sludge  samples: (1) Lyubertsy wastewater treatment facility (WWTF), (2) Tolyattikauchuk WWTF, (3) Almetyevsk WWTF
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Конверсия образцов ОСВ в  синтез-газ методом 
двухстадийного пиролиза проводилась с использова-
нием лабораторного стенда, описание которого пред-
ставлено в  [16]. Суть метода заключалась в том, что 
сырье (ОСВ) нагревалось от комнатной температуры 
20°C до 1000°С с темпом 10°С/мин в бескислородной 
среде (пиролиз). Образующиеся при этом летучие 
продукты проходили через зону термического крекин-
га, заполненную твердым остатком от пиролиза того 
же вида ОСВ, который находился в зоне пиролиза — 
биоуглем. Температура в зоне крекинга являлась ста-
бильной в процессе всего эксперимента и составляла 
1000°С. За  счет протекания различных химических 
реакций разложения летучих компонентов образовы-
вался синтез-газ. Биоуголь был получен предвари-
тельно путем пиролиза ОСВ до 1000°С. Высота слоя 
биоугля в  зоне крекинга была идентична для всех 
образцов ОСВ и  составляла 10  см. Относительная 
влажность образцов сырья не превышала 1%. Состав 
синтез-газа определялся проточным газовым анализа-
тором Vario Plus Industrial (MRU, Германия) после ис-
следования отбором пробы из газгольдера (ООО НПФ 
«Политехника», Россия), куда синтез-газ собирался 
в  процессе эксперимента. Объем измерялся с  помо-
щью газового счетчика Shinagawa WS-1A (Shinagawa 
Corporation, Япония), удельный объемный выход 
определялся как отношение объема всего выделив-
шегося из ОСВ синтез-газа к массе образца, исполь-
зуемого в экспериментальном исследовании. Низшая 
теплота сгорания (LCV) синтез-газа рассчитывалась 
через объемные доли и  теплотворную способность 
горючих газовых компонентов при стандартных усло-
виях (20°C, 101.325 кПа) по формуле:

LCV = 10–2 · (11.78 · CO + 10.05 · H2 + 33.367 · CH4),   (1)

где CO, H2, CH4 — содержание газов в смеси, об. %.
Исследование процесса получения метанола-

сырца из синтез-газа проводилось в изотермическом 
каталитическом реакторе на тепловых трубах  (Р-1), 
описание которого представлено в  работе  [17]. 
Синтез-газ с  расходом 60  л/ч подавался в  проточ-
ный реактор синтеза метанола из  баллона, в  ко-
тором предварительно была приготовлена смесь 
нужного состава (табл. 2). Объемная скорость по-
дачи синтез-газа составляла 600  ч−1. Содержание 
СН3ОН и  Н2О в  составе метанола-сырца опре-
делялось хроматографически с  использованием 
программно-аппаратного комплекса «NetChrom» 
(ООО  «НПФ  «Мета-хром», Россия), содержание 
диметилового эфира  (ДМЭ)  — с  помощью хрома-
тографа модели  «3700» (ОАО  «ХРОМАТОГРАФ», 
Россия), содержание микропримесей в  составе ме-
танола  — хроматографически с  помощью хромато-
графа Хромос ГХ-1000 (определялось в лаборатории 

ООО  «Хромос», г.  Дзержинск, Нижегородская об-
ласть, Россия). Объемный состав синтез-газа на вы-
ходе из  реактора Р-1  измерялся газоанализатором 
MRU Vario Plus Industrial.

Таблица 2. Состав синтез-газа, подаваемого в реактор 
получения метанола, об. %

Table 2. Composition of synthesis gas (syngas) fed to methanol 
production reactor, vol %

CO H2 CO2 N2 CH4
Итого
Total

34.30 61.95 0.40 2.70 0.65 100

Для оценки эффективности процесса синтеза ме-
танола рассчитывались следующие показатели:
1.	 Общая конверсия СО (K1, %) вычислялась по сле-

дующей формуле:

.
1

.

CO 100
100,28CO

24.04

K
G

⋅
= ⋅

⋅ ⋅

ðåàã

èñõ

� (2)

где COреаг.  — количество прореагировавшего 
СО, г/ч; COисх. — содержание СО в сырье, об. %; 
28  — молярная масса СО, г/моль; 24.04  — мо-
лярный объем CO при температуре 20°С, л/моль; 
G — объемный расход синтез-газа, л/ч.

2.	 Конверсия СО по углероду в метанол (K2, %):

.3 o
2

.

12CH OH
32 100,12CO

28m

K
⋅

= ⋅
⋅

áð

èñõ

� (3)

где  CH3OHобр.  — количество образовавшегося 
метанола, г; СОисх.m — масса исходного оксида 
углерода, г; 12  — молярная масса углерода,  
г/моль; 32 — молярная масса метанола, г/моль.

3.	 Конверсия СО по углероду в ДМЭ (K3, %):

.2 6 o
3

.

12C H O
46 100,12CO

28m

K
⋅

= ⋅
⋅

áð

èñõ

� (4)

где C2H6Oобр.  — количество образовавшего-
ся ДМЭ, г.

4.	 Конверсия СО по углероду в СО2 (K4, %):

o .2
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.

12CO
44 100,12CO
28m

K
⋅
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⋅

áð

èñõ

� (5)

где 
.2CO

îáð
 — количество образовавшегося ди-

оксида углерода, г.
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Условия проведения экспериментальных иссле-
дований процесса получения метанола из  синтез-
газа представлены в табл. 3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Свойства исходного материала

ОСВ относится ко  вторичному виду биомассы, 
в связи с чем имеет особенности, связанные со сво-
им происхождением. Применительно ко всем ОСВ, 
значение зольности варьируется от 28 до 57 мас. %, 
содержание летучих веществ — 38–60 мас. %, вели-
чина фиксированного углерода — 3–11 мас. % [15]. 
Если в среднем пересчитать общее содержание угле-
рода в составе ОСВ на беззольную массу, то значение 
получится порядка 50%, что сопоставимо с содержа-
нием углерода в древесных опилках (53 мас. % [18]) 
и чуть меньше, чем в лигните (65–70 мас. % [18, 19]). 
Этот факт позволяет обеспечить высшую тепло-
ту сгорания ОСВ (на сухую массу) на  уровне 
22 МДж/кг, в то время данный параметр для древес-
ных опилок находится в  интервале 18–20  МДж/кг, 
для рисовой шелухи  — 15–16  МДж/кг, для лигни-
та — 11.8–21.9 МДж/кг [15].

Взятые для анализа в  данном исследовании об-
разцы являются типичными представителями ОСВ. 
Из ранее представленного диапазона по содержанию 
золы, летучих веществ и  фиксированного углеро-
да выбивается образец № 3. Содержание связанного 

углерода  FC для него на  2.2% больше характерного 
диапазона (табл. 1). При этом среди образцов есть вы-
сокозольные (51.06 мас. %, образец № 2) и с содержа-
нием золы, близким к нижней границе характерного 
диапазона (27.72  мас.  %, образец  №  3), что говорит 
о разном содержании органической части в образцах.

Исходя из состава синтез-газа, основными элемен-
тами, определяющими содержание в  нем Н2 и  СО,  
являются углерод, кислород и водород. Образец № 3 
имеет максимальное значение летучего углерода 
(разницы между общим С и FC) — 22.68 мас. %, лету-
чих компонентов и водорода, минимальную величи-
ну зольности и чуть меньшее содержание кислорода 
по сравнению с образцом № 2 (табл. 1), в связи с чем, 
для данного образца при равных эксперименталь-
ных условиях ожидается максимальный объем син-
тез-газа. Образец № 2 по сравнению с образцом № 1 
содержит меньшее количество летучего углерода 
(9.18  против 17.59  мас.  %), но  большее количество 
кислорода (28.21 против 18.34 мас. %). Содержание 
летучих компонентов и  водорода для данных двух 
образцов практически одинаково (табл.  1). В  связи 
с этим предугадать на данном этапе больший выход 
синтез-газа из образцов № 1 и 2 не представляется 
возможным.

Получение синтез-газа

На рис. 2  показан график зависимости удельно-
го объемного выхода синтез-газа и  скорости его 

Таблица 3. Условия проведения экспериментальных исследований процесса получения компонентов жидких моторных топлив 
из синтез-газа

Table 3. Conditions of experimental studies of the synthesis of components of liquid motor fuels from syngas 

Параметр
Parameter

Единица измерения
Unit of measure

Реактор Р-1
Reactor R-1

Температура внутри реактора
Temperature inside reactor

°С 205, 215, 225

Давление внутри реактора
Pressure inside reactor

МПа
MPa

5

Объемная скорость подачи сырья
Volumetric feedstock feed rate

ч−1

h−1 600

Сырье 
Feedstock

–
Синтез-газ

Syngas

Используемый катализатор
Catalyst

–
Mеталл-оксидный CuO–ZnO/Al2O3 (GL-7, Süd-Chemie, Германия)
CuO–ZnO/Al2O3 metal oxide catalyst (GL-7, Süd-Chemie, Germany)

Свойства катализатора
Catalyst properties

–
Загрузка — 100 см3, фракция 1.5–2 мл
Loading 100 cm3, fraction 1.5–2 mL

Высота слоя катализатора
Catalyst bed height

мм
mm

221
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образования (производной по температуре от удель-
ного объемного выхода синтез-газа) от  температу-
ры в зоне пиролиза для трех образцов ОСВ. Выход 
синтез-газа начинался при температуре 140–160°C, 
что связано с выходом физической влаги из состава 
образцов и последующем образованием синтез-газа 
в зоне крекинга, наполненной биоуглем, по реакции:

Н2О + С = Н2 + СО.� (6)

Интенсивный выход синтез-газа для образ-
ца № 1 находился в интервале температур 160–600°С, 
для образца № 2 — 150–600°С, для образца № 3 — 
140–600°С. Образец № 3 имел максимальное среди 
рассмотренных ОСВ количество органический ча-
сти, и более ранний по температуре выход синтез-га-
за может быть связан с наличием в составе летучих 
продуктов более легких соединений, например, ме-
танола [20]. Для образца № 1 наблюдался пик скоро-
сти образования синтез-газа при температуре 375°С, 
для образца № 2 — при 345°С, для образца № 3 — 
при 347°С. Таким образом, независимо от  количе-
ства минеральной части в  составе ОСВ максимум 
скорости выхода синтез-газа находился в  интерва-
ле температур 340–380°С, а  интенсивный выход 
синтез-газа заканчивался при температуре 600°С. 
В работе  [21] показано, что в составе летучих про-
дуктов пиролиза ОСВ масса пиролизной жидкости, 
состоящая из воды и органической части, в интерва-
ле температур 200–600°С в 4 раза превосходит мас-
су образующихся неконденсируемых газов, в  связи 
с чем основным исходным «сырьем» для синтез-га-
за из  состава летучих продуктов пиролиза являют-
ся смолы и вода. При этом, максимальная скорость 
образования смол находится в интервале температур 

300–350°С, воды  — 290–380°С  [21]. В  составе пи-
ролизных смол присутствуют кислородсодержащие 
соединения (основные — кислоты, кетоны, фенолы, 
спирты, сахариды), ароматические и алифатические 
углеводороды, азотсодержащие соединения (нитри-
лы, пиридины, пироллы, амины, амиды)  [22]. Все 
они в процессе термического крекинга превращают-
ся в синтез-газ. Чем больше органической части в со-
ставе ОСВ, тем больше массовый выход воды и смол, 
и тем выше удельный объемный выход синтез-газа. 
Образец № 3 имел максимальное содержание орга-
нической части, что способствовало получению мак-
симального удельного объемного выхода синтез-газа 
среди исследуемых образцов. Образец № 2 имел мак-
симальное содержание золы, что отразилось на коли-
чественных характеристиках синтез-газа (рис. 2).

На рис. 3 представлены результаты термогравиме-
трического анализа (ТГА) образцов ОСВ № 1, 2 и 3 
в инертной среде в интервале температур 150–900°С. 
Интенсивный выход летучих продуктов из образцов 
ОСВ начинался при 200°С для образцов № 1, 2 и 3. 
Конец интервала активной потери массы образцов 
приходился на 550 ± 5°С. В данном температурном 
интервале для образца № 3 присутствовало два пика 
скорости потери массы — 290  и  340°С, что свя-
зано с  разложением компонентов гемицеллюлозы 
и целлюлозы в составе ОСВ [23]. Для образца № 1 
в  температурном диапазоне разложении гемицел-
люлозы наблюдалось некоторое подобие «плеча» 
в  диапазоне 294–314°С, которое являлось комбина-
цией нескольких пиков, отвечающих за разложение 
сложных органических соединений, имеющих раз-
личную температуру начала деструкции. Второй 
пик наблюдался при температуре 344°С, что входит 
в  температурный диапазон разложения целлюло-
зы  [23]. Для образца  №  2  первый пик наблюдался 
при температуре 299°С, вместо второго пика при-
сутствовало «плечо» в диапазоне 329–340°С. Для об-
разцов №  1  и  2  в  диапазоне температур 394–464°С 
и  399–419°С, соответственно, на  графике скорости 
потери массы наблюдалось также некоторое подобие 
«плеча». Из-за перекрывающихся пиков нескольких 
реакций пик  3  охватывал широкий температурный 
диапазон со структурой «плечей». В данном темпе-
ратурном диапазоне активно разлагается лигнин, ко-
торый также присутствует в составе осадков [24, 25]. 
В работе [26] представлены результаты термограви-
метрического анализа образцов ОСВ при различных 
скоростях нагрева. Согласно представленным дан-
ным, наличие «плечей» на  кривой скорости потери 
массы образцов ОСВ является типичной картиной.

Наличие пиков в диапазоне температур 715–750°С 
для образцов № 1, 2 и 3 (рис. 3) может быть связано 
с разложением неорганических карбонатов, которые 
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Рис. 2. Удельный объемный выход и скорость образования 
синтез-газа из образцов ОСВ № 1–3 в зависимости 
от температуры в зоне пиролиза

Fig. 2. Specific volume yield and formation rate of syngas 
from sewage sludge samples 1–3 vs temperature 
in the pyrolysis zone
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активно образуются при температурах до 700°С в ре-
зультате взаимодействия СО2 из летучих продуктов 
пиролиза с СаО из состава золы ОСВ [27, 28]. При 
температурах выше 700°C происходит обратная ре-
акция разложения СаСО3 с образованием СО2  [29]. 
Причем, образец № 2, имеющий максимальную золь-
ность, имеет наибольший пик скорости потери мас-
сы в данном температурном диапазоне.
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Рис. 3. Результаты термогравиметрического анализа 
образцов ОСВ № 1–3: потеря массы (слева), 
скорость потери массы (справа)

Fig. 3. Results of thermogravimetric analysis of sewage sludge 
samples 1–3: mass loss (left) and mass loss rate (right)

Результаты ТГА рассматриваемых образцов ОСВ, 
представленные на рис. 3, отлично соотносятся с ре-
зультатами измерения удельного объемного выхода 
и расчета скорости образования синтез-газа из дан-
ных образцов  (рис.  2). Максимальная среди иссле-
дуемых образцов скорость образования синтез-газа 
получена для образца № 3, для которого наблюдает-
ся максимальная скорость потери массы при термо-
гравиметрическом анализе. Аналогично совпадают 
данные по образцам № 1 и 2. Интервал интенсивного 
выхода синтез-газа для всех трех образцов составил 
140–600°С, интервал интенсивной потери массы при 
термогравиметрическом анализе был определен как 
200–550°С. Различие в более раннем начале и более 
позднем окончании выхода синтез-газа в сравнении 
с данными ТГА объясняется разностью масс образ-
цов, используемых для двух видов анализа (10–20 мг 
для ТГА, 10–15  г для экспериментальных исследо-
ваний), а  также небольшой временной задержкой 
определения объемного выхода синтез-газа в счетчи-
ке газа по  сравнению с  температурой внутри зоны 
пиролиза при экспериментальном исследовании. 
Стоит обратить внимание на рост скорости образова-
ния синтез-газа для образцов № 2 и 3 при температу-
рах 789 и 761°С (рис. 2). Согласно результатам ТГА, 
в  температурном диапазоне 670–800°С наблюдался 

четвертый пик скорости потери массы, который был 
ассоциирован с образованием СО2 в результате раз-
ложения неорганических карбонатов. При термиче-
ском крекинге в присутствии углерода СО2 активно 
превращался в СО. В работе [21] показано, что при 
температуре пиролиза ОСВ более 550°С наблюдал 
активный рост образования Н2  с  пиком при темпе-
ратуре 680°С. Кроме того, на протяжении всего на-
грева образца ОСВ в бескислородной среде в соста-
ве летучих продуктов присутствовала вода с одним 
из  пиков скорости ее  образования при температуре 
710°С. Согласно реакции (6), при термическом кре-
кинге в  среде древесного угля она превращалась 
в синтез-газ. Все эти обстоятельства и привели к ро-
сту скорости образования синтез-газа для образцов 
№ 2 и 3 в температурном диапазоне 760–790°С.

В [30] показан выход синтез-газа из ОСВ, имеюще-
го зольность 22.7%, методом двухстадийного пироли-
за. Результаты оказались идентичными полученным 
в  настоящей работе  — интенсивный выход синтез-
газа продолжался до 570°C. В [31] метод двухстадий-
ного пиролиза применен к  растительной биомассе. 
Результаты исследования показали, что температур-
ный интервал интенсивного выхода синтез-газа для 
растительной биомассы составлял 200–480°C.

В табл.  4  представлены основные характеристи-
ки синтез-газа, полученного из  трех видов ОСВ. 
Основными параметрами синтез-газа, которые необ-
ходимо учитывать при его дальнейшем применении 

Таблица 4. Характеристики синтез-газа, полученного 
при двухстадийной пиролитической переработке ОСВ

Table 4. Characteristics of syngas obtained by two-stage 
pyrolysis of sewage sludge 

Параметр
Parameter

Единица 
измерения

Unit 
of measure

Образец
Sample

1 2 3

Удельный 
объемный выход
Specific volume 
yield

м3/кг
m3/kg

0.8 0.7 1.1

H2

об. %
vol %

59.6 57.2 60.9

CO 39.2 41.6 37.9

CO2 0.4 0.5 0.2

CH4 0.8 0.7 1.0

Отношение H2/CO
H2/CO ratio

– 1.5 1.4 1.6

LCV
МДж/м3

MJ/m3 11 11 11
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для превращения в  жидкие продукты, являются от-
ношение Н2/СО и удельный объемный выход. У всех 
трех образцов ОСВ содержание Н2 находилось в ин-
тервале 57–60 об. %, СО — 37–41 об. %, что говорит 
о  достаточной однородности состава синтез-газа не-
зависимо от  различного происхождения ОСВ и  мас-
сы органической части. Кроме того, синтез-газ из всех 
трех образцов осадка имел низшую теплоту сгорания 
12 МДж/нм3, содержание СО2 менее 0.5 об. %, СН4 — 
менее 1 об. %. Величина органической части в составе 
ОСВ определяет удельный объемный выход синтез-газа:  
для образца  №  3  данный показатель являлся макси-
мальным, для № 2 — минимальным, что соотносится 
с содержанием минеральной части в данных образцах.

Отношение Н2/СО находилось в интервале 1.4–1.6. 
Максимальное отношение Н2/СО, как и  содержание 
Н2, было получено для образца № 3. В [32] выдвину-
то предположение и  доказано экспериментально, что 
отношение Н2/СО в составе синтез-газа, полученного 
методом двухстадийного пиролиза, зависит от  атом-
ного отношения Н/О в исходной биомассе — чем оно 
выше, тем больше Н2/СО. Для образцов ОСВ, исполь-
зованных в настоящей работе, атомное отношение Н/О 
равно 3.1, 1.9 и 3.4 соответственно (табл. 1). Из данных 
таблицы видно, что максимальное отношение Н2/СО 
наблюдалось для образца № 3, минимальное — для об-
разца № 2. На основании полученных эксперименталь-
ных данных можно утверждать, что предположение, 
выдвинутое в [32], справедливо и для ОСВ.

Суммарное количество водорода и окиси углерода 
в  получаемом синтез-газе, а  также их  соотношение, 
зависят от  вида перерабатываемой биомассы. Ранее 
были выполнены исследования двухстадийного пи-
ролиза различных образцов первичных и вторичных 
видов биомассы методом двухстадийного пироли-
за (табл. 5)  [30, 32]. Древесная биомасса (древесные 
опилки (ДО), не кора) имеет отношение Н2/СО, близ-
кое к единице. При термохимической конверсии коры 
березы и  осины получаемый синтез-газ имеет соот-
ношение Н2/СО более 2. Поведение вторичных видов 
биомассы (пометно-подстилочной массы и ОСВ) от-
личается в  процессе двухстадийного пиролиза. Так, 
пометно-подстилочная масса имеет удельный выход 
синтез-газа и отношение Н2/СО сходные с раститель-
ной биомассой (кроме образцов коры). ОСВ же имеет 
более низкий удельный выход, но более высокое отно-
шение Н2/СО в составе синтез-газа (табл. 4).

На рис.  4  показана диаграмма, представляющая 
собой материальный баланс процесса двухстадийно-
го пиролиза. Левый столбец означает сумму масс ис-
следуемого материала в  зоне пиролиза и массы дре-
весного угля в  зоне крекинга перед экспериментом. 
Правый столбец показывает массовое распределение 
продуктов двухстадийного пиролиза по  отношению 

к  суммарной массе материалов до  эксперимента. 
Невязка материального баланса не  превышает 4.2%, 
что связано с  погрешностью измерительных прибо-
ров (весы, счетчик газа, проточный газовый анали-
затор), а  также с  неучтенной массой пироуглерода, 
который осаждается на  внутренней поверхности ре-
актора в процессе гомогенного крекинга летучих про-
дуктов, протекающего параллельно с  гетерогенным 

Таблица 5. Характеристики синтез-газа, полученного 
при двухстадийной пиролитической переработке  
различных видов биомассы

Table 5. Characteristics of syngas obtained by two-stage 
pyrolysis of various types of biomass

Материал
Material

Удельный 
объем, м3/кг

Specific 
volume yield, 

m3/kg

Н2/СО
Источник
Reference

Древесные опилки (ДО)
Wood sawdust

1.3* 1.1 [32]

Кора березы
Birch bark

1.3* 3 [32]

Кора осины
Aspen bark

1.3* 2.1 [32]

Пометно-подстилочная 
масса 
Chicken litter

1.2 1.2 [30]

* �Данные по  удельному объему представлены на  сухое  
беззольное состояние.

* Specific volume data are presented on a dry ash-free basis.
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Рис. 4. Материальный баланс процесса двухстадийного 
пиролиза образцов ОСВ № 1–3

Fig. 4. Mass balance of two-stage pyrolysis of sewage sludge 
samples 1–3
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крекингом в  среде биоугля, в  высокотемпературной 
области. Помимо этого, при термическом крекинге 
летучих продуктов пиролиза ОСВ в  составе синтез-
газа присутствуют азот- и серосодержащие компонен-
ты  [33]. В  данной работе не  определялись примеси 
азотистых и  сернистых газов в  составе синтез-газа, 
но они могли сказаться на невязке материального ба-
ланса. В полученном синтез-газе отсутствовала жид-
кая фракция, что говорит о  полной конверсии всех 
летучих продуктов пиролиза в синтез-газ. Таким обра-
зом, в отличие от традиционных методов очистки син-
тез-газа от смол (с применением циклонов, фильтров 
и  скрубберов), технология двухстадийного пиролиза 
позволяет не  терять химическую энергию, содержа-
щуюся в смолах, а конвертировать ее в теплотворную 
способность синтез-газа.

Синтез метанола

Погрешность объемного содержания компонентов при 
приготовлении смеси газов в баллоне составляет 15%. 
На  приготовление смеси был отправлен синтез-газа, 
полученного из образца № 3. С учетом погрешности 
содержания компонентов отношение H2/СО в исход-
ной для синтеза метанола смеси синтез-газа из балло-
на оказалось завышенным и составило 1.8.

Состав продуктов синтеза метанола представлен 
на  рис.  5. Массовый выход метанола-сырца соста-
вил 9.6, 10.3 и 12.3 г/ч для температур в слое катали-
затора 205, 215 и 225°С соответственно. 

Выходящий из  реактора синтеза метанола син-
тез-газ содержал меньшее количество оксида углеро-
да и водорода, что связано с проведением основной 
реакции синтеза метанола:

2 3CO 2H CH OH.+ → � (7)

Отношение Н2/СО для таких газовых смесей так-
же снижалось до 1.71, 1.69 и 1.61 соответственно для 
разных температур в слое катализатора. Содержание 
диоксида углерода выросло по  сравнению с  исход-
ным газом вследствие проведения реакции равнове-
сия водяного газа:

2 2 2CO H O CO +H .+ → � (8)

Азот и метан являлись балластными газами и не 
участвовали в  протекании химических реакций, 
в связи с чем их объемные расходы не изменились, 
а концентрации в составе выходящих продуктов уве-
личились, поскольку часть синтез-газа превратилась 
в метанол. Это привело к общему снижению объема 
продуктов реакции. ДМЭ в  данном случае являлся 

1	 ГОСТ 2222-95. Межгосударственный стандарт. Метанол технический. Технические условия. М.: Издательство стандартов; 2000, 19 с. 
[GOST 2222-95. Interstate Standard. Technical methanol. Specifications. Moscow: Izdatelstvo standartov; 2000, 19 p. (In Russ.).]

побочным продуктом, образующимся в  результате 
реакции дегидратации метанола:

3 3 3 22CH OH CH OCH H O,→ + � (9)

который снижал выход метанола. При росте темпе-
ратуры внутри слоя катализатора снижалось количе-
ство непрореагировавших СО и Н2 и увеличивалось 
содержание ДМЭ. При этом возрастал выход мета-
нола. Максимальный выход метанола (38.2% от мас-
сы продуктов синтеза) наблюдался при температуре 
внутри слоя катализатора 225°С (рис. 6а). При тем-
пературах 215 и 225°С метанол-сырец на более чем 
98.9% состоял из чистого метанола (рис. 6b).

Содержание примесей в  составе метанола пред-
ставлено в табл. 6.

Содержание примесей в метаноле снижалось при 
росте температуры в  слое катализатора. В  составе 
технического метанола контролировалось содержа-
ние воды, ацетона, муравьиной кислоты, этанола. 
После снижения содержания воды, муравьиной кис-
лоты и этанола полученный метанол может быть от-
несен к техническим метанолам марки Б в соответ-
ствии с ГОСТ 2222-951.

Изменение конверсии СО в зависимости от тем-
пературы в слое катализатора представлено на рис. 7. 
С  ростом температуры внутри слоя катализатора 
снизилась конверсия СО в СО2. При этом возросла 
конверсия СО в ДМЭ и метанол. Максимальное зна-
чение общей конверсии оксида углерода составило 
43.6% при температуре внутри слоя катализатора 
равной 225°С. В настоящее время в промышленных 
условиях конверсия синтез-газа в  метанол за  один 
проход не превышает 20% [34].
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Fig. 5. Composition of methanol synthesis products.  
DME — dimethyl ether
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Fig. 7. Dependence of CO conversion on the temperature 
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Таблица 6. Микропримеси в составе метанола (мас. %)

Table 6. Microimpurities in methanol (wt %)

Компонент
Component

Температура в слое катализатора
Temperature in catalyst bed

Т1 = 205°С Т1 = 215°С Т1 = 225°С

Ацетальдегид
Acetaldehyde

0.20997 0.00457 0.03351

Муравьиная кислота
Formic acid

0.04779 0.01956 0.04226

Ацетон
Acetone

0.00073 0.00020 0.00176

Метилацетат
Methyl acetate

0.00387 0.00145 0.00120

Этанол
Ethanol

0.15065 0.08668 0.04937

Пропанол-1
Propan-1-ol

0.03830 0.02716 0.01452

н-Бутанол
n-Butanol

0.00583 0.00415 0.00175

Бутанол-1
Butan-1-ol

0.03662 0.01756 0.01321

Уксусная кислота
Acetic acid

0.00457 0 0

Итого
Total 

0.50 0.16 0.16
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Используемый для экспериментальных иссле-
дований процесса получения метанола синтез-газ 
из баллона имел соотношения Н2/СО большее, чем 
синтез-газ, полученный экспериментально из  осад-
ка сточных вод (табл.  2 и 4). Снижение отношения 
Н2/СО в синтез-газе привело к уменьшению конвер-
сии СО, и, как следствие, к уменьшению массового 
выхода метанола и увеличению количества органи-
ческих примесей [35].

В результате проведенных исследований получе-
но, что для объемной скорости подачи синтез-газа 
600 ч−1 максимальный выход метанола и максималь-
ную конверсию СО в метанол удалось достичь при 
температуре внутри слоя катализатора 225°С.

В настоящее время в  мире активно проводятся 
исследования, направленные на  получение метано-
ла, как промежуточного продукта для дальнейшего 
синтеза моторных топлив. При этом в условиях по-
литики декарбонизации фокус исследований смещен 
в сторону получения биометанола [36]. В зависимо-
сти от  аппаратного оформления все технологиче-
ские схемы делятся на  три группы: синтез при вы-
соком давлении на Zn/Cr-катализаторах (370–420°С, 
20–35 МПа); синтез при низком давлении на Zn/Cu/Cr- 
или Zn/Cu/Al-катализаторах (210–270°С, 5–10 МПа); 
синтез в трехфазной системе «газ–жидкость–твердый 
катализатор»  [34]. Кроме того, активно проводят-
ся не  только экспериментальные исследования, 
но  и  моделирование процессов с  помощью различ-
ных программных пакетов. Например, в работе [37] 
представлены результаты моделирования процесса 
каталитического превращения синтез-газа в метанол 
в реакторе непрерывного действия с мешалкой при 
температуре 270°С и  давлении 40  бар с  помощью 
программного обеспечения Aspen  Plus. Результаты 
расчета показали, что рециркуляция водорода в  си-
стеме дает увеличение производительности по мета-
нолу на 50.4% по сравнению с результатами процесса 
без рециркуляции Н2. Конверсия CO, CO2 и H2 при 
этом составила 50.4%, 99.8% и 100% соответствен-
но. Одним из  вариантов сырья для производства 
метанола рассматривается синтез-газ, смешанный 
из отдельно произведенного водорода и СО2, улавли-
ваемого в локально доступных точечных источниках. 
В связи с этим проводятся исследования, направлен-
ные на оценку роли СО и СО2 для реакции синтеза 
метанола, катализируемой Cu. В  работе  [38] пока-
зано, что скорость синтеза метанола из  CO2  более 
чем на порядок выше, чем скорость синтеза из CO, 
что помогает обосновать, что CO2  является непо-
средственным источником углерода для метанола 
на Cu-содержащем катализаторе. Роль СО заключа-
ется в  связывании воды, образующейся в  процессе 
синтеза метанола с  образованием СО2  по  реакции 

конверсии водяного газа. Обычно для запуска реак-
ции получения метанола из  синтез-газа требуется, 
чтобы содержание СО2 в  газовой смеси составляло 
не  менее 5  об.  %. В  [39] представлен способ уве-
личения выхода метанола за  счет создания каскада 
из трех проточных каталитических реакторов, в ко-
торых синтез-газ, непрореагировавший в  первом 
реакторе, поступает во  второй, а  затем в  третий.  
На каждом этапе происходит отбор метанола-сырца.

В  настоящей работе, результаты которой пред-
ставлены выше, используемый для превращения 
в метанол синтез-газ имел содержание СО2 0.4 об. % 
(табл.  2). Публикаций по  синтезу метанола, осно-
ванному на использовании синтез-газа с низким со-
держанием СО2 (менее 0.5 об. %), не было найдено 
в  открытом доступе, что определяет новизну полу-
ченных результатов. А  использование осадка сточ-
ных вод, как сырья для производства метанола, опре-
деляет актуальность проводимых исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты экспериментальных исследований, пред-
ставленных в настоящей работе, показали, что ОСВ 
является подходящим сырьем для синтеза метанола. 
Независимо от  величины зольности осадка, интен-
сивный выход синтез-газа при двухстадийном пиро-
лизе начинался при 140°C и заканчивался до 600°C. 
Картина образования синтез-газа из  рассматривае-
мых образцов ОСВ отлично соотносилась с результа-
тами их термогравиметрического анализа. С ростом 
зольности образцов снижался удельный объемный 
выход синтез-газа. Отношение Н2/СО в синтез-газе, 
полученном методом двухстадийного пиролиза 
из  ОСВ так же, как и  для растительной биомассы, 
зависело от атомного отношения Н/О в составе осад-
ка. Для образца с наименьшим атомным отношением 
Н/О был получен синтез-газ с  наименьшим отно-
шением Н2/СО. Такая же  аналогия прослеживалась 
и в отношении образца с наибольшим атомным отно-
шением Н/О. Таким образом, неоднородность соста-
ва ОСВ в случае его переработки методом двухста-
дийного пиролиза влияет только на количественные 
характеристики синтез-газа и  не влияет на  то, как 
непосредственно протекает процесс.

Максимальный выход и чистота метанола-сырца 
были получены при температуре в слое катализато-
ра, равной 225°С. При данной температуре удалось 
достичь общей конверсии СО, равной 43.6%. После 
снижения содержания воды, муравьиной кислоты 
и этанола полученный метанол может быть отнесен 
к техническим метанолам марки Б.

Если рассмотреть всю цепочку превращения ОСВ 
в  метанол, то  из 1  кг ОСВ может быть получено  
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1.1 нм3 синтез-газа и далее 220 г чистого метанола. 
Увеличить выход метанола можно за  счет создания 
каскада из  трех проточных каталитических реакто-
ров синтеза метанола.
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Аннотация
Цели. Среди используемых материалов для эмболизации большой интерес представляют жидкие эмболизирующие агенты на ос-
нове растворов биологически совместимых полимеров. Такие композиции способны осуществлять надежную преднамеренную 
окклюзию разветвленной сосудистой сети благодаря формированию твердого эмбола непосредственно в организме пациента. Для 
обеспечения безопасности и эффективности такого материала важны стабильность исходного состава и итогового эмбола. Целью 
работы являлось долговременное изучение стабильности эмболизирующих растворов полимера (диацетата целлюлозы) и рентге-
ноконтрастной добавки йогексола в диметилсульфоксиде, а также эмболов на их основе, выдержанных в водной среде.
Методы. Исследование стабильности исходных растворов, выдерживаемых в течение 45 суток при температуре 60°С («уско-
ренное старение», соответствующее трем годам хранения при 23 ± 2℃), проводили методом ротационной вискозиметрии на ро-
тационном вискозиметре Brookfield DV2T RV с рабочим узлом в виде двух коаксиальных цилиндров и методом спектрофото-
метрии в ультрафиолетовой и видимой областях спектра при помощи спектрофотометра Cary  60  UV-Vis. Долговременную 
стабильность эмболов в водных средах исследовали методом гель-проникающей хроматографии на хроматографе Gilson (Япо-
ния) с рефрактометрическим детектированием и методом газовой хроматографии на хроматографе Agilent 6890 N с колонкой 
DB-5MS (30 × 0.25 × 0.5 мкм), снабженным масс-спектрометрическим детектором Agilent 5973 N.
Результаты. Показано, что при «ускоренном» хранении растворов диацетата целлюлозы и  йогексола в  темноте не  наблю-
дались изменения коэффициента вязкости (0.268  ±  0.0049  Па∙с при 25°С) и  количественного содержания связанного йода 
(50.1 ± 1.0 мг/мл). Однако при хранении растворов йогексола в диметилсульфоксиде при естественном освещении отщеплялся 
свободный йод в малых количествах. При хранении эмболов, состоящих из диацетата целлюлозы, в водной среде в течение 
восьми лет, молекулярная масса полимера (60 кДа) не изменилась. В вытяжке водной среды также отсутствовали предполагае-
мые продукты деструкции диацетата целлюлозы.
Выводы. Модельный эмболизирующий состав, состоящий из диацетата целлюлозы и йогексола в диметилсульфоксиде, явля-
ется стабильным при хранении в отсутствии света. Сформированные твердые эмболы при хранении в водной среде остаются 
стабильными по крайней мере в течение восьми лет.

Ключевые слова
эмболизация, эмболизирующий агент, стабильность, ацетат целлюлозы, йогексол, 
диметилсульфоксид
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Abstract
Objectives. Among the materials used for embolization, liquid embolizing agents based on solutions of biocompatible polymers attract 
particular interest. Such compositions are capable of targeting and reliably occluding a branched vascular network by forming solid emboli 
directly in the patient’s body. The safety and effectiveness of such materials are determined by the stability of the initial composition and 
the resulting emboli. This article presents a long-term study of the stability of embolizing solutions of a polymer (cellulose diacetate) and 
a radiopaque additive iohexol in dimethyl sulfoxide, as well as emboli based thereon, in aqueous media.
Methods. The stability of the initial solutions exposed to 60°C for 45 days (“accelerated aging” corresponding to three years of storage 
at 23 ± 2°C) was studied by rotational viscometry using a Brookfield DV2T RV rotary viscometer equipped with a working unit in the form 
of two coaxial cylinders and by ultraviolet-visible spectrophotometry using a Cary 60 UV-Vis spectrophotometer. The long-term stability 
of emboli in aqueous media was studied by gel permeation chromatography using a Gilson chromatograph (Japan) with refractometric 
detection and by gas chromatography using an Agilent 6890N chromatograph with a DB-5MS column (30 × 0.25 × 0.5 μm), equipped 
with an Agilent 5973 N mass spectrometric detector.
Results. During “accelerated” storage of cellulose diacetate and iohexol solutions in the dark, no changes in the viscosity coefficient 
(0.268 ± 0.0049 Pa∙s at 25°C) and the quantitative content of bound iodine (50.1 ± 1.0 mg/mL) were observed. However, when iohexol 
solutions in  dimethyl sulfoxide were stored under daylight, free iodine was separated in  minor quantities. When emboli consisting 
of  cellulose diacetate were stored in  an aqueous medium for eight years, the molecular weight of  the polymer (60  kDa) remained 
unchanged. The degradation products of cellulose diacetate, expected in the aqueous extract, were also absent.
Conclusions. The model embolic composition consisting of cellulose diacetate and iohexol in dimethyl sulfoxide is stable when stored 
in the absence of light. The as-formed solid emboli remain stable for at least eight years when stored in an aqueous environment.
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ВВЕДЕНИЕ

Эмболизация кровеносных сосудов представляет 
собой их  преднамеренное направленное закупори-
вание специально вводимыми субстратами — эмбо-
лами  [1,  2]. Эта процедура предназначена для об-
литерации заданной зоны артериовенозного сброса 
без нарушения кровообращения нормальных тканей. 
Эмболическое перекрывание сосудов может быть 
выполнено на любом уровне — от крупных артерий 
или вен до капилляров [3].

Эмболизация является одним из современных на-
правлений в лечении широкого спектра клинических 
назначений, таких как ангиодисплазии (врожденные 
аномалии сосудов), аневризмы, варикозное расшире-
ние вен и другие. Кроме того, она играет ключевую 
роль в терапии онкологических заболеваний и пред-
ставляет собой эффективный способ предопераци-
онной подготовки пациентов, позволяющий осуще-
ствить последующее хирургическое вмешательство 
с  минимальной кровопотерей  [4–7]. Эта процедура 
малоинвазивна, что является большим преимуще-
ством. Безопасность и  эффективность эмболизации 
зависят, прежде всего, от опыта хирурга, оптималь-
ного технического оснащения и, в не меньшей мере, 
от характеристик эмболизирующих препаратов [8].

В настоящее время разработано множество видов 
эмболизирующих агентов [9, 10]: это изначально твер-
дые субстраты (гель-пена, микрочастицы и др.) и кон-
струкции (спирали, баллоны, окклюдеры), или жид-
кие агенты  — склерозирующие (этанол, сотрадекол 
и др.) и полимеризующиеся (цианакрилаты и другие 
мономеры акрилового ряда) вещества, а также неадге-
зионные растворы полимеров, которые превращаются 
в твердые эмболы уже в организме пациента. Среди 
них большими преимуществами обладают последние, 
т.к. они способны свободно проникать через сложные 
сосудистые разветвления, успешно осуществляя бло-
кирование сосудов в самом центре сосудистого пора-
жения без повреждения этих сосудов. Согласно [11], 
основными компонентами таких составов являются 
биологически совместимые компоненты: полимер, 
водорастворимый растворитель и  рентгеноконтраст-
ное вещество.

В работах [12–14] мы показали перспективность 
использования в качестве полимерной основы жид-
ких эмболизирующих агентов природного биоло-
гически совместимого полимера  — ацетата цел-
люлозы. Отметим, что его клиническое применение 
в  составе жидких эмболизирующих агентов опи-
сано, например, в  работах  [15–17]. В  качестве рас-
творителя для таких систем практически повсемест-
но используют диметилсульфоксид  — известный 
неполярный апротонный растворитель, имеющий 

противовоспалительный, антиоксидантный и аналь-
гетический эффекты  [18,  19]. Наконец, рентгено-
контрастный компонент обычно представляет собой 
либо порошок металла (чаще всего — микронизиро-
ванные частицы тантала [20, 21]), либо органические 
йодсодержащие вещества — алифатические или аро-
матические [21, 22]. Порошки металлов обеспечива-
ют хорошую визуализацию эмбола, однако являются 
нерастворимой дисперсной фазой в  сравнительно 
низковязком растворе полимера. Эта фаза легко осе-
дает и неравномерно распределяется в эмболизиру-
ющем агенте при введении в кровеносный сосуд, что 
является причиной артефактов при последующей 
визуализации эмбола в организме пациента [20, 21]. 
С  другой стороны, йодированные алифатические 
производные обычно мало растворимы в воде и срав-
нительно медленно всасываются в ткани живых ор-
ганизмов, однако в  сочетании с диметилсульфокси-
дом способны отщеплять свободный йод  [23–25], 
негативно влияющий на  живые ткани. Напротив, 
ароматические коммерчески доступные йодпроиз-
водные водорастворимы и  сравнительно легко про-
никают во внеклеточное пространство, но не вызы-
вают выраженных осложнений [26]. Таким образом, 
в  качестве контрастирующего агента для растворов 
полимеров в диметилсульфоксиде мы использовали 
именно йодированное ароматическое производное, 
которое обеспечивает временную рентгеноконтраст-
ность эмболов.

Серьезным вопросом, определяющим качество 
эмболизирующего препарата, является стабиль-
ность исходного жидкого состава при хранении 
и поведение сформированных из него эмболов в ус-
ловиях, приближенных к  среде живого организма. 
Параметры, характеризующие эти особенности ис-
следуемых составов, определяют, соответственно, 
срок годности жидкого эмболизирующего агента 
и продолжительность контакта отвердевшего эмбола 
с организмом пациента. Соответственно, целью на-
стоящей работы было изучение долговременной ста-
бильности растворов диацетата целлюлозы и йогек-
сола в диметилсульфоксиде, а также эмболов на их 
основе, выдержанных в водной среде.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В  качестве основных объектов исследования использо-
вали растворы диацетата целлюлозы марки Ксенитон 
(АО  «Институт фармацевтических технологий», 
Россия) в диметилсульфоксиде (х.ч.) (ООО «Тульская 
фармацевтическая фабрика», Россия) с добавлени-
ем рентгеноконтрастного вещества 5-[ацетил(2,3-ди-
гидроксипропил)амино]-N,N′-бис(2,3-дигидрокси-
пропил)-2,4,6-трийод-1,3-бензолдикарбоксамида 
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(йогексола) (Zhejiang Haichang Pharmaceutical  Co., 
Китай), CAS 66108-95-0. В  качестве полимера ис-
пользовали модифицированный полиэтиленгли-
колем-4000  (до 4.5  мас.  %) диацетат целлюлозы 
марки Ксенитон со  средней молекулярной массой 
Mn = 60 ± 2 кДа и средним содержанием ацетильных 
групп 2.2  ±  0.1  моль/звено. Структурные формулы 
повторяющегося звена полимера и молекулы йогек-
сола представлены на рис. 1.

Растворы для исследований готовили путем 
длительного (2–3  сут.) растворения диацетата цел-
люлозы в диметилсульфоксиде при 23 ± 2°С до об-
разования гомогенного прозрачного раствора; 
после этого к  раствору добавляли йогексол и  тща-
тельно перемешивали. Соотношение компонентов  
полимер/йогексол/диметилсульфоксид  составляло 
6 : 10 : 84 мас. %. Полученные растворы продували 
инертным газом (аргоном) или оставляли в контакте 
с  воздухом, герметично закупоривали и  выдержи-
вали в  термостате при 60.0 ±  0.1°С. Исследования 
растворов (каждый раз брали новый образец) про-
водили раз в  7.5  дней на  протяжении 45  суток ме-
тодами реовискозиметрии на ротационном вискози-
метре Brookfield  DV2T  RV (Brookfield Corporation, 
Канада) и методом ультрафиолетовой (УФ)-видимой 
спектрофотометрии при помощи спектрофотоме-
тра Cary  60  UV-Vis (Agilent Technologies, США). 
Отдельно методом УФ-видимой спектрофотометрии 
исследовали состояние йогексола в  растворах, вы-
держиваемых «на свету» — при естественном рас-
сеянном освещении.

Модельные эмболы формировали из  получен-
ных растворов с  помощью шприца объемом 1  мл, 
без иглы, выдавливая раствор в  бюксы с  получен-
ной на  аквадистилляторе дистиллированной водой 
объемом 20  мл. Время выдержки в  воде составля-
ло около трех суток, с  двукратной заменой воды. 

По истечении трех суток полученный эмбол извлека-
ли и, не просушивая на воздухе, отправляли на лио
филизацию. Полученный сухой эмбол размельчали, 
растворяли в  тетрагидрофуране (Merck, Германия) 
и  исследовали методом гель-проникающей хрома-
тографии. Водную среду от эмбола подвергали лио
филизации, полученный сухой остаток растворяли 
в  н-гексане (ЛенРеактив, Россия) и  исследовали 
методом газовой хроматографии с  масс-спектроме-
трическим детектированием. Эмболы для долговре-
менного выдерживания в  водной среде (в  течение 
восьми лет) готовили по  аналогичной методике, 
но без йогексола.

Определение вязкостных характеристик раство-
ров полимера и  йогексола в  диметилсульфоксиде 
проводили с  помощью ротационного вискозиметра 
Brookfield DV2T RV с рабочим узлом в виде коакси-
альных цилиндров (Brookfield Corporation, Канада). 
Измерения проводили при постоянной температуре 
25.0 ± 0.1°С, обеспечиваемой с помощью жидкостно-
го термостата TC-505MX-230 (Brookfield Corporation, 
Канада), в режимах ступенчатого повышения и пони-
жения скорости сдвига.

Концентрацию связанного йода определяли ме-
тодом УФ-видимой спектрофотометрии по  методи-
ке  [23]. Спектры снимали в кварцевых кюветах в ди-
апазоне длин волн 190–600  нм. В  качестве образца 
сравнения использовали чистый диметилсульфок-
сид. Для проведения анализа исходные растворы 
подвергали разбавлению диметилсульфоксидом до кон-
центраций 0.25 мг/мл.

Лиофилизаты эмболов или водной среды полу-
чали с помощью лиофильной сушилки Harvest Right 
(США). Для проведения лиофилизации образцы за-
мораживали, помещали в сушилку и проводили про-
цесс в  соответствии с  профилем, представленным 
в табл. 1.

n

(a) (b)

Рис. 1. Структурные формулы основных компонентов исследуемых систем: (а) звено диацетата целлюлозы; (b) йогексол

Fig. 1. Structural formulas of the main components of the studied systems: (a) cellulose diacetate unit; (b) iohexol 
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Таблица 1. Режим лиофилизации образцов
Table 1. Sample lyophilization mode

Этап
Stage

1 2 3 4 5 6

Температура, °С
Temperature, °C

−40 −20 −5 0 10 20

Вкл/выкл вакуумный насос
Vacuum pump on/off

– + + + + +

Время, ч
Time, h

2 5 5 10 10 6

Молекулярно-массовые характеристики поли-
мера эмболов исследовали методом гель-прони-
кающей хроматографии на  хроматографе Gilson 
(Япония) с рефрактометрическим детектированием. 
Анализ проводили при температуре 25°С в  тетра-
гидрофуране со  скоростью потока 1.0  мл/мин. Для 
разделения и  идентификации фракций полимера 
использовали колонку PLgel 5 µm MIXED B фирмы 
Agilent (разделяющая способность 500–3000  кДа), 
которую калибровали по  полистирольным стандар-
там с  молекулярными массами 2940, 10110, 28770, 
74800, 230900 и 1390000 г/моль и индексом полидис-
персности менее 1.12. Для анализа готовили раствор 
лиофилизата эмбола в  тетрагидрофуране с  концен-
трацией полимера 0.7–10 мг/мл.

Эксперименты методом газовой хроматогра-
фии проводили на  хроматографе Agilent 6890N 
(Agilent Technologies, США) с  колонкой DB-5MS 
(30 ×  0.25 ×  0.5 мкм), снабженном масс-спектроме-
трическим детектором Agilent 5973 N (газовая хро-
матография – масс-спектрометрия (ГХ–МС)). В каче-
стве газа-носителя использовали гелий, со скоростью 
подачи 1 мл/мин. Инжекцию проводили при 250°С. 
Для анализа готовили раствор лиофилизата водной 
среды над эмболом в н-гексане с концентрацией лио-
филизата 1 мг/мл.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На первом этапе работы была исследована стабиль-
ность исходных растворов полимера с  йогексолом 
в  диметилсульфоксиде. Контроль вели по  двум ос-
новным показателям  — динамической вязкости 
растворов и  содержанию в  них связанного йода. 

1	 ОФС.1.1.0009.15. Сроки годности лекарственных средств. Государственная фармакопея Российской Федерации, 13  издание  
(ГФ РФ  XIII). URL: https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-13/1/1-1/1-1-9/sroki-godnosti-lekarstvennykh-sredstv/. Дата 
обращения 24.09.2025. [GPM 1.1.0009.15. Expiration dates of medicines. The State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 13th edition 
(SP  RF  XIII). URL: https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-13/1/1-1/1-1-9/sroki-godnosti-lekarstvennykh-sredstv/. 
Accessed September 24, 2025. (In Russ.).]

Предварительно было показано, что все исследуе-
мые растворы в исследованных условиях проявляют 
ньютоновское течение и могут быть охарактеризова-
ны постоянным коэффициентом ньютоновской вяз-
кости.

Типичные зависимости коэффициента ньютонов-
ской вязкости (0.268  ±  0.0049  Па∙с при 25°С) и  со-
держания связанного йода (50.1  ±  1.0  мг/мл) пред-
ставлены на рис. 2. Из них видно, что выдерживание 
в  течение, по  крайней мере, 45  суток при темпера-
туре 60℃ не приводит к изменению указанных па-
раметров. Другими словами, растворы полимера 
с йогексолом в диметилсульфоксиде стабильны в ус-
ловиях выдерживания в термостате (в темноте), при-
чем контактирующая газообразная среда (аргон или 
воздух) не оказывают никакого влияния на результа-
ты. Согласно ОФС 1.1.0009.151, для климатической 
зоны II это соответствует трем годам хранения при 
естественных условиях (25°С при относительной 
влажности 60%).
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Рис. 2. Зависимости коэффициента динамической 
вязкости η (1) и содержания связанного йода c (2) 
от времени выдерживания

Fig. 2. Dependencies of the dynamic viscosity coefficient η (1) 
and the content of bound iodine c (2) on exposure duration 

С  другой стороны, предварительные наблюде-
ния показали, что растворы йогексола в  диметил-
сульфоксиде, на  свету желтеют со  временем (при 
хранении в темноте такого эффекта нет). Мы специ-
ально исследовали поведение растворов йогексола 
в  диметилсульфоксиде методом УФ-видимой спек-
трофотометрии (рис.  3) и  обнаружили отщепление 
малого количества йода в  течение недели хранения 

https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-13/1/1-1/1-1-9/sroki-godnosti-lekarstvennykh-sredstv/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-13/1/1-1/1-1-9/sroki-godnosti-lekarstvennykh-sredstv/
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при  естественном рассеянном свете. Не исключе-
но, что йод при этом переходит в неорганическую 
форму, что можно оценить методом инверсионной 
вольтамперометрии [27]. Таким образом, хранение 
эмболизирующих составов с  йогексолом следует 
осуществлять в темном месте, без воздействия света.
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Рис. 3. Типичные УФ-видимые спектры раствора 
йогексола в диметилсульфоксиде при времени хранения 
на свету в течение 0 (1), 6 (2) и 24 суток (3)

Fig. 3. Typical UV-visible spectra of iohexol solution 
in dimethyl sulfoxide under storage in the light  
for 0 (1), 6 (2), and 24 days (3)

На втором этапе работы из  полимерных раство-
ров в  воде были сформированы твердые эмболы 
и исследована их стабильность при долговременном 
пребывании в водной среде. Рассчитанные на основе 
хроматограмм дифференциальные кривые молекуляр-
но-массового распределения представлены на рис. 4.

Все полученные распределения мономодальны, 
что дает возможность рассчитать значения средне-
числовой  Mn и  среднемассовой  Mw молекулярных 
масс, а также отношения Mw/Mn (табл. 2). Из рис. 4 и 
табл. 2 видно, что молекулярно-массовые распреде-
ления практически идентичны, а  средние молеку-
лярные массы и  коэффициенты полидисперсности 
Mw/Mn близки. Это указывает на то, что деструкция 
диацетата целлюлозы в течение восьми лет в водной 
среде фактически отсутствует.

Дополнительно методом ГХ–МС была иссле-
дована водная среда от  образцов этих же  эмболов. 
Типичная хроматограмма ГХ–МС представлена 
на рис. 5; анализ результатов с помощью базы дан-
ных NIST2 ГХ–МС позволяет заключить, что наибо-
лее достоверно в образце определяются 2-пентанон 
(степень совпадения 98.0%), диметилсульфон (сте-
пень совпадения 92.8%) и глицерин (степень совпа-
дения 91.2%). При этом предполагаемые продукты 

2	 NIST Chemistry WebBook. URL: https://webbook.nist.gov/chemistry. Дата обращения 22.09.2025. / Accessed September 22, 2025.

деструкции полисахаридной цепочки в списке иден-
тифицированных соединений отсутствуют. С  опре-
деленной долей уверенности можно рассматривать 
2-пентанон и  глицерин как продукты термической 
деструкции полиэтиленгликоля  — модификатора 
диацетата целлюлозы, а диметилсульфон — как про-
дукт превращения растворителя — диметилсульфок-
сида, из которого формируют эмболы.

При значительном увеличении времени хранения 
картина принципиально не изменяется. Таким образом, 
можно с  уверенностью заключить, что при действии 
водной среды диацетат целлюлозы проявляет долговре-
менную стабильность (в течение не менее восьми лет).

1000	 10000	 100000	 1000000	 10000000
Mi, Да
Mi, Dа

1
2

Рис. 4. Типичные дифференциальные кривые 
молекулярно-массового распределения Mi для исходного 
полимера (1) и полимера, выдержанного в воде в течение 
восьми лет (2)

Fig. 4. Characteristic differential molecular weight distribution 
curves Mi for the original polymer (1) and the polymer aged 
in water for eight years (2)

Таблица 2. Молекулярно-массовые характеристики 
исходного и выдержанного восемь лет в воде полимеров

Table 2. Molecular weight characteristics of the initial polymer 
and the polymer aged in water for eight years

Образец
Sample

Мn
*, кДа

Мn
*, kDa

Mw
*, кДа

Mw
*, kDa

Mw/Mn
*

Исходный полимер
Initial polymer

59.5 116.4 1.96

Полимер, выдержанный 
в воде восемь лет
Polymer stored in water 
for eight years

57.5 124.8 2.17

* �Величины, определенные по  данным гель-проникающей 
хроматографии.

* Determined from the gel permeation chromatography data.

https://webbook.nist.gov/chemistry
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  работе изучена стабильность растворов диацета-
та целлюлозы и  йогексола в  диметилсульфоксиде, 
используемых в  качестве жидких эмболизирующих 
агентов. Показано, что эти растворы при хранении 
в  темноте не  изменяют свои реовискозиметриче-
ские характеристики и содержание связанного йода 
в  течение по  крайней мере 45  суток при 60°С, что 
соответствует трем года хранения при естественных 
условиях. Контакт раствора с  инертным газом (ар-
гоном) или воздухом при хранении принципиально 
не  влияет на  эти результаты, однако рекомендуется 
обеспечить их хранение в темноте, во избежание по-
желтения состава. 

Долговременные исследования твердых полимер-
ных эмболов в  контакте с  водной средой показали, 
что молекулярно-массовые характеристики полиме-
ра и состав надосадочной жидкости не изменяются 
в  течение восьми лет, что позволяет предполагать 
использование таких эмболов как изделий долговре-
менного контакта с  организмом пациента (катего-
рия С).
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Аннотация
Цели. Оптимизация стабильности конъюгатов, полученных методом непрямой иммобилизации специфических антител на на-
ночастицах золота (НЧЗ) при помощи антивидовых антител, и разработка на их основе иммунохроматографического анали-
за (ИХА) для определения антибиотиков в молоке.
Методы. НЧЗ синтезировали восстановлением золотохлористоводородной кислоты в присутствии зародышей. Размер опреде-
ляли спектрофотометрически по литературным данным на приборе Thermo Fisher Scientific Varioskan LUX. Моноклональные 
мышиные антитела к тетрациклину и стрептомицину иммобилизовали на поверхности НЧЗ посредством анти-мышиных анти-
тел. Конъюгаты бычьего сывороточного альбумина с тетрациклином и стрептомицином получали реакцией Манниха и клик-
реакцией соответственно. Степень конъюгации определяли при помощи MALDI-TOF масс-спектрометрии на приборе Bruker 
RapifleX. Иммунореагенты наносили на нитроцеллюлозную мембрану на диспенсере BioDot ZX1010. Собранный мультимем-
бранный композит нарезали на тест-полоски на гильотинном резчике KinBio ZQ4500. Результаты ИХА интерпретировали визу-
ально, а также при помощи считывателя тест-полосок Allsheng TSR-100.
Результаты. После получения конъюгатов посредством непрямой иммобилизации при помощи антивидовых антител необхо-
димо проводить блокировку оставшихся незанятыми сайтов связывания антивидовых антител, чтобы повысить стабильность 
конъюгатов в растворе. В результате оптимизации концентраций иммунореагентов был разработан ИХА для одновременно-
го обнаружения стрептомицина и тетрациклинов в молоке. Предел обнаружения оптимизированного анализа тетрациклинов 
и стрептомицина составил 2–7.5 и 25 нг/мл при визуальной интерпретации результатов, 0.29–2.15 и 1.34 нг/мл при использова-
нии считывателя тест-полосок соответственно.
Выводы. Установлено, что блокировка свободных сайтов связывания вторичных антител повышает стабильность полу-
ченных конъюгатов антител в  растворе, предотвращая кросс-сшивки наночастиц, вызываемые связыванием антивидовых  
антител.

Ключевые слова
антибиотики, экспресс-тест, наночастицы золота, тетрациклин, стрептомицин, 
иммобилизация
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Abstract
Objectives. To optimize indirect antibody immobilization on gold nanoparticles  (GNPs) using anti-species antibodies for enhanced 
conjugate stability and to develop an immunochromatographic assay (ICA) for antibiotic detection in milk.
Methods. The GNPs were synthesized by reduction of tetrachloroauric acid in the presence of seed particles. The size of GNPs was 
determined spectrophotometrically according to literature data using a Thermo Fisher Scientific Varioskan LUX instrument. Monoclonal 
mouse antibodies to tetracycline and streptomycin were immobilized on the surface of the GNPs via anti-mouse antibodies. Conjugates 
of bovine serum albumin with tetracycline and streptomycin were obtained through Mannich reaction and click-reaction, respectively. The 
coupling ratio was determined by MALDI-TOF mass spectrometry on a Bruker RapifleX instrument. Immunoreagents were dispensed 
onto a nitrocellulose membrane using a BioDot ZX1010 dispenser. The assembled multi-membrane composite was cut into test strips 
using a KinBio ZQ4500 guillotine cutter. The test results were interpreted visually and using an Allsheng TSR-100 test strip reader.
Results. Following conjugate formation via indirect immobilization using anti-species antibodies, it was necessary to block residual 
binding sites on  the anti-species antibodies in  order to  enhance solution-phase conjugate stability. As  a  result of  optimizing the 
concentrations of  immunoreagents, an ICA was developed for the simultaneous detection of streptomycin and tetracyclines in milk. 
The detection limit of  the optimized ICA for tetracyclines and streptomycin was 2–7.5 and 25 ng/mL, respectively, for visual result 
interpretation, and 0.29–2.15 and 1.34 ng/mL, respectively, when using a test strip reader.
Conclusions. It is shown that the stability of the resulting conjugates in solution can be enhanced by blocking the free binding sites of the 
anti-species antibodies to prevent cross-linking of the nanoparticles caused by anti-species antibody binding.
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immobilization
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ВВЕДЕНИЕ

Определение антибиотиков в  пищевых продуктах 
представляет собой критически важную задачу для 
обеспечения безопасности пищевой продукции и за-
щиты здоровья населения. Неконтролируемое исполь-
зование антибиотиков в  ветеринарии приводит к  их 
накоплению в продуктах животноводства, что созда-
ет потенциальную угрозу для здоровья человека, т.к. 
ведет к развитию антибиотикорезистентности микро
организмов и возникновению аллергических реакций.

Методы физико-химического анализа, включа-
ющие высокоэффективную жидкостную хромато-
графию и  масс-спектрометрию, обладают высокой 
чувствительностью и специфичностью и эффектив-
но используются для обнаружения антибиотиков. 
Однако эти методы требуют применения дорогосто-
ящего оборудования, а  также компетенций высоко-
квалифицированных специалистов [1]. По упомяну-
тым причинам данные методы применяются лишь 
в крупных лабораторных центрах.

Для эффективного тестирования во  внелабора-
торных условиях необходимо применение простых 
и  доступных методов, таких как иммунохромато-
графический анализ (ИХА). Принцип ИХА основан 
на  высокоспецифичном взаимодействии антиген  – 
антитело с  последующим отделением образующе-
гося иммунного комплекса при движении жидкости 
вдоль пористой мембраны и  характеризуется про-
стотой проведения и  экспрессностью, позволяя без 
использования дополнительного оборудования про-
вести качественную оценку наличия или отсутствия 
контролируемого соединения в пробе [2].

Одним из главных лимитирующих факторов ИХА, 
сдерживающим широкое применение метода, является 
его относительно невысокая чувствительность [2, 3]. 
Традиционные подходы для повышения чувствитель-
ности ИХА включают использование меток с высокой 
интенсивностью сигнала, например, квантовых то-
чек [4], усиление сигнала за счет окрашивания солями 
серебра  [5], концентрирование аналита при помощи 
функционализованных магнитных наночастиц  [6], 
преинкубацию образца с конъюгатом антитело-метка 
перед его внесением в тест-полоску [7]. Важно, чтобы 
в  погоне за  низким пределом обнаружения не  были 
принесены в  жертву ключевые преимущества мето-
да — быстрота и простота использования.

Ориентация специфических антител на  сенсор-
ных поверхностях, направленная на  максимизацию 
экспозиции участков связывания  — относительно 
новое и перспективное направление в иммуноанали-
зе, позволяющее существенно снизить предел обна-
ружения иммуносенсора. Многочисленные подходы, 
направленные на ориентированную иммобилизацию 

антител, были недавно рассмотрены [3, 8]. Так, ис-
следовательская группа Б.Б.  Дзантиева разработала 
ряд высокочувствительных тест-систем [9–11], в том 
числе с  одновременным обнаружением нескольких 
аналитов на одной тест полоске [12, 13]. Тем не ме-
нее, разработка новых приложений остается актуаль-
ной и требует расширения сферы применения.

Цель нашей работы заключается в разработке ИХА 
для одновременного определения стрептомицина 
и тетрациклинов в необработанном молоке с беспри-
борной интерпретацией результата. Для достижения 
низкого предела обнаружения ИХА мы использовали 
вторичные антитела, специфичные к  Fc-фрагменту 
мышиных иммуноглобулинов G для иммобилизации 
мышиных антител к тетрациклину и стрептомицину 
на поверхности наночастиц золота (НЧЗ), а также при-
менили подход преинкубации образца с  конъюгатом 
антитело-метка перед его внесением в тест-полоску.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы, реагенты и растворы

Использовали следующие реагенты: бычий сыворо-
точный альбумин (БСА), фракция V5 (Proliant, Новая 
Зеландия), стрептомицина сульфат (PanReac Applichem, 
Испания), гидразид пропинилоксипропионовой кисло-
ты, оксисукцинимидный эфир γ-азидобутировой кис-
лоты (Праймтех, Республика Беларусь), золотохлори-
стоводородная кислота (Аурат, Россия), гидрохлорид 
тетрациклина (Biotopped, Китай), ХЕПЕС ((4-(2-ги-
дроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота), 
сахароза, трис(гидроксиметил)аминометан (Диа-М, 
Россия), трис-гидроксипропилтриазолилметиламин 
(THPTA) (Люмипроб, Россия), гуанидина гидрохло-
рид, цитрат натрия (Helicon, Россия), L-аскорбиновая 
кислота (Sigma-Aldrich, США), гидрохлорид гидрокси-
ламина (Panreac, Испания), формальдегид (neoFroxx, 
Германия). В качестве аналита для определения пре-
дела обнаружения и кросс-реактивности использовали 
государственные стандартные образцы — стрептоми-
цина сульфат, тетрациклина гидрохлорид, доксици-
клина гиклат, левомицетин (хлорамфеникол) (ФГБУ 
«ВГНКИ», Россия), а также окситетрациклина гидро
хлорид (Thermo Fisher Scientific, США), натриевую соль 
пенициллина G (Biotopped, Китай), хлортетрациклина 
гидрохлорид, натриевую соль цефоперазона (Molekula, 
Великобритания), гентамицина сульфат, канамицина 
сульфат (neoFroxx, Германия). Остальные используе-
мые реагенты российского производства имели квали-
фикацию не ниже х.ч. Образцы молока с жирностью 
3.2% приобретены в торговой сети г. Москвы (Россия). 
При подготовке стандартных растворов антибиотиков 
в  молоке концентрации рассчитывались в  пересчете 
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на  чистое действующее вещество, с  учетом молеку-
лярной массы соответствующих солей. Кроме этого, 
использовались поликлональные антитела козы к ан-
тителам куриного яйца, поликлональные антитела 
козы к антителам мыши, антитела куриного яйца IgY 
(Arista Biologicals, США), мышиные моноклональные 
антитела к тетрациклину, мышиные моноклональные 
антитела к стрептомицину (Eastmab, Китай). Для при-
готовления растворов, препаратов НЧЗ и конъюгатов 
на  их основе использовали деионизированную воду 
(Milli-Q®, Millipore, США).

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) проводили 
на  алюминиевых пластинках с  обращенной фазой 
RP-18 F254s (Merck, Германия).

При изготовлении иммунохроматографических 
тест-полосок использовалась клейкая подлож-
ка  SM31-40  (KinBio, Китай), аналитическая нитро-
целлюлозная мембрана  70CNPH, мембрана для об-
разца FR-1, впитывающая мембрана AP45 (Advanced 
Microdevices, Индия).

Получение конъюгата 
БСА–стрептомицин (СТР)

Получение конъюгата СТР–алкин. К раствору 0.85 мл 
0.45  М Na2CO3  добавляли стрептомицина сульфат 
(408 мг, 0.56 ммоль) и гидразид пропинилоксипропи-
оновой кислоты (30 мг, 0.21 ммоль) и инкубировали 
24 ч при 4℃. Завершение реакции контролировали ме-
тодом ТСХ в системе метиленхлорид/метанол = 40 : 1 
по  исчезновению исходного вещества (коэффициент 
удерживания Rf = 0.3). После элюирования пластин-
ки обрабатывали раствором нингидрина и нагревали 
для визуализации. Предполагали, что концентрация 
СТР–алкин в растворе составляет 0.247 М.

Получение конъюгата БСА–азид. К раствору 3.2 мл 
раствора БСА с концентрацией 20 мг/мл (0.962 мкмоль) 
в 0.1 М бикарбоната натрия с pH 8.5 добавляли 0.6 мл 
раствора оксисукцинимидного эфира γ-азидомасляной 
кислоты с концентрацией 6 мг/мл (15.91 мкмоль) в ди-
метилсульфоксиде. Затем инкубировали 24 ч при 4℃. 
Конъюгат очищали диализом против деионизирован-
ной воды. По окончании диализа определяли концен-
трацию белка методом УФ-видимой спектрофотоме-
трии на приборе UV5Nano (Mettler Toledo, Швейцария). 
Готовый конъюгат хранили при 4℃.

Получение конъюгата БСА–СТР (восстанови-
тель меди  — L-аскорбиновая кислота). К  раство-
ру 0.5  мл БСА–азида с  концентрацией 8.46  мг/мл 

1	 Матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация (англ. matrix-activated laser desorption/ionization, MALDI) — процесс, в ко-
тором анализируемое вещество (аналит) ионизируется под воздействием лазера в присутствии специальной матрицы. После иони-
зации ионы разделяются по времени пролета (англ. time of flight, TOF), что позволяет определить их соотношение массы к заряду 
и таким образом идентифицировать молекулу.

(0.063 мкмоль, 1 экв.) добавляли 0.1 мл раствора 1 М 
ХЕПЕС с pH 7.2 и 13 мкл СТР–алкина (3.211 мкмоль, 
50  экв.). В  отдельной пробирке смешивали раство-
ры 6.25  мкл 20  мМ  CuSO4  (0.125  мкмоль, 2  экв.) 
и 12.5 мкл 50 мМ THPTA (0.625 мкмоль, 10 экв.), затем 
весь объем полученного раствора переносили к сме-
си БСА–азида и СТР–алкина. Затем добавляли 25 мкл 
100  мМ хлорида гуанидина (2.5  мкмоль, 40  экв.), 
25 мкл 100 мМ L-аскорбиновой кислоты (2.5 мкмоль, 
40 экв.), 25 мкл 100 мМ NaOH (2.5 мкмоль, 40 экв.). 
Пробирку заполняли аргоном и оставляли на переме-
шивание на 24 ч. Конъюгат очищали диализом про-
тив 10 мМ фосфатно-солевого буфера (ФСБ), рН 7.4. 
Далее конъюгат называем БСА–СТР.

Получение конъюгата БСА–СТР (восстановитель 
меди — гидроксиламин). К раствору 0.5 мл БСА–азида 
с концентрацией 8.46 мг/мл (0.063 мкмоль, 1 экв.) до-
бавляли 0.1 мл раствора 1 М ХЕПЕС с pH 7.2 и 13 мкл 
СТР–алкина (3.211  мкмоль, 50  экв.). В  отдельной 
пробирке смешивали растворы 6.25  мкл 20  мМ 
CuSO4  (0.125  мкмоль, 2  экв.) и  12.5  мкл 50  мМ 
THPTA (0.625 мкмоль, 10 экв.), затем весь объем по-
лученного раствора переносили к  смеси БСА–азида  
и  СТР–алкина. Затем добавляли 50  мкл 100  мМ  
гидрохлорида гидроксиламина (5  мкмоль, 80  экв.). 
Пробирку заполняли аргоном и оставляли на переме-
шивание на 24 ч. Конъюгат очищали диализом против 
10  мМ ФСБ, рН  7.4. По  окончании диализа опреде-
ляли концентрацию белка методом УФ-видимой спек-
трофотометрии на приборе UV5Nano (Mettler Toledo, 
Швейцария). Готовый конъюгат хранили при 4℃.

Синтез конъюгата БСА–тетрациклин

Конъюгат БСА–тетрациклин получали по  известной 
методике с изменениями [14]. Смешивали 8 мл раство-
ра 18.75 мг/мл БСА, 2 мл 3 М раствора ацетата натрия 
и 12 мл раствора 8.3 мг/мл тетрациклина гидрохлорида 
в воде, после чего по каплям при перемешивании добав-
ляли 3.75 мл 37% раствора формальдегида. Закрывали 
емкость от  света фольгой. Реакционную смесь пере-
мешивали в  течение 6  ч при комнатной температуре 
(20–22°C). Затем проводили диализ против 10 мМ ФСБ, 
pH 7.4. Далее конъюгат называем БСА–ТЕТ.

MALDI-TOF1 спектрометрия

Масс-спектрометрический анализ осуществляли 
в  режиме регистрации положительно заряженных 
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ионов на приборе RapifleX (Bruker, Германия) в цен-
тре коллективного пользования передовой масс-спек-
трометрии Сколковского института науки и техноло-
гий. В анализе использовали раствор матрицы HССA 
(α-циано-4-гидроксикоричная кислота): навеску су-
хой матрицы HССA (Sigma-Aldrich, США) раство-
ряли в 50% водном ацетонитриле с 0.5% трифторук-
сусной кислоты в концентрации 20 мг/мл. Образцы 
по 1 мкл наносили на мишень Ground Steel (Bruker, 
Германия). После высыхания капли поверх образца 
наносили 1  мкл матрицы. Кристаллизация образца 
и  матрицы проходила при комнатной температуре 
в  ламинарном шкафу. Каждую пробу анализирова-
ли в  одном техническом повторе в  режиме измере-
ния положительных ионов. Ошибка измерения m/z 
составляла не  более 500  ppm (до 35  Да на  массе 
70000 Да). Визуализацию спектров выполняли с ис-
пользованием Origin 9.8 (OriginLab, США).

Синтез НЧЗ
НЧЗ синтезировали по  методике  [15]. Сначала полу-
чали зародышевый раствор. К  50  мл деионизирован-
ной воды при перемешивании 700  об/мин добавляли 
100 мкл 5% раствора золотохлористоводородной кис-
лоты и доводили до кипения. Затем добавляли 1.5 мл 
1% раствора цитрата натрия и продолжали кипячение 
в течение 15 мин. Готовый зародышевый раствор до-
водили до комнатной температуры перед использова-
нием. Затем к 49 мл деионизированной воды при пе-
ремешивании 700 об/мин добавляли 1 мл полученного 
зародышевого раствора НЧЗ, 0.5 мл 1% раствора цитра-
та натрия, 0.1 мл 5% золотохлористоводородной кисло-
ты и 0.25 мл 0.5% раствора гидрохинона. Полученный 
золь хранили при 4℃ в течение двух месяцев.

Подготовка тест-полосок
При помощи диспенсера ZX1010  (BioDot, США) 
на тестовую зону нитроцеллюлозной мембраны нано-
сили конъюгаты БСА–СТР и БСА–ТЕТ, а на контроль-
ную зону  — иммуноглобулины куриного яйца  IgY. 
Мембрану с нанесенными реагентами сушили в тер-
мостате при 45℃ в течение 1 ч. Мультимембранный 
композит нарезали на  тест-полоски шириной 4  мм 
на гильотинном резаке ZQ4500 (KinВio, Китай) и хра-
нили при комнатной температуре в герметичном паке-
те с добавлением силикагеля.

Подбор оптимального значения 
pH и концентрации белка для сорбции 
на поверхности НЧЗ
Подбор проводили по  методике  [16]. Оптимальные 
значения pH  для конъюгации и  концентрацию ан-
тител определяли по  устойчивости конъюгата НЧЗ 
к  воздействию сильного электролита (раствор 10% 

NaCl). Подбор осуществляли при помощи спек-
трофотометрии на  приборе Varioskan LUX (Thermo 
Fisher Scientific, США). При агрегации золя наноча-
стиц пик на  спектре поглощения раствора уширя-
ется, оптическая плотность (ОП) раствора на длине 
волны максимального светопоглощения снижается, 
а в области длинных волн растет. Таким образом, для 
измерения степени агрегации использовали услов-
ный спектральный коэффициент K  =  ОП536/ОП750, 
отражающий степень агрегации. При агрегации золя 
значение K будет снижаться.

Конъюгация антител с НЧЗ

К 10 мл раствора НЧЗ, доведенного до pH 8, добавля-
ли 20 мкг поликлональных козьих антител к иммуно-
глобулинам мыши. Инкубировали в течение 1 ч на ор-
битальной мешалке. Добавляли 0.4 мл 10% раствора 
БСА и инкубировали еще 30 мин. Центрифугировали 
30 мин при 5000g. Супернатант отбирали, осадок пе-
рерастворяли в 0.5 мл 4 мМ трис-буфера pH 8, содер-
жащего 5% сахарозы и 0.1% БСА. Полученный конъ-
югат обозначили НЧЗ–анти-мышь. Конъюгат НЧЗ 
с  поликлональными козьими антителами к  антите-
лам курицы IgY получали аналогично и обозначили 
НЧЗ–анти-IgY. Готовые конъюгаты хранили при 4℃.

К конъюгату НЧЗ–анти-мышь добавляли антитела 
к стрептомицину или тетрациклину и инкубировали 
на  орбитальном шейкере. Спустя 10  мин добавля-
ли мышиные иммуноглобулины для блокирования 
оставшихся сайтов связывания. Полученные конъю-
гаты обозначили НЧЗ–анти-СТР и НЧЗ–анти-ТЕТ со-
ответственно. Готовые конъюгаты хранили при 4℃.

Проведение ИХА

В лунке микротитровального планшета смешивали 
раствор конъюгатов НЧЗ–анти-ТЕТ, НЧЗ–анти-СТР, 
НЧЗ–анти-IgY и 200 мкл образца молока. Молоко ис-
пользовали без предварительной обработки или раз-
бавления. Диапазон исследованных концентраций 
иммунореагентов приведен в  табл.  1. Затем лунку 
на 5 мин помещали в нагретый до 40℃ термоинку-
батор. После этого погружали тест-полоску в лунку 
на 5 мин. Вынимали тест-полоску из раствора и уда-
ляли мембрану для образца с целью остановки реак-
ции. Интенсивность окрашивания линии тест-поло-
ски считывали на ридере TSR-100 (Allsheng, Китай).

Обработка результатов ИХА

Для анализа взаимосвязи интенсивности сигнала (y) 
и  концентрации аналитов в  образце  (x) применяли 
программное обеспечение Origin  9.8  (Origin  Lab, 
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США). Для аппроксимации концентрационных за-
висимостей использовали сигмоидальную функцию:

( ) / [1 ( / ) ] ,dy a b x c b= - + +

где a  — максимальный сигнал; b  — минимальный 
сигнал; c  (или IC50) — концентрация антигена, при 
которой сигнал уменьшается на  50% от  диапазона 
его изменений; d — крутизна аппроксимирующей за-
висимости в точке c.

Инструментальный предел обнаружения рас-
сматривался как концентрация аналита, вызы-
вающая 10% снижение регистрируемого анали-
тического сигнала  [17]. Визуальным пределом 
обнаружения называли минимальную концентра-
цию аналита, при которой интенсивность окраши-
вания тестовой линии окажется слабее интенсив-
ности окрашивания контрольной линии или будет 
сопоставима.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для достижения цели работы было необходимо вы-
полнить ряд задач: 1) осуществить синтез конъюга-
тов стрептомицина и тетрациклина с белком-носите-
лем для иммобилизации на аналитической мембране; 
2) провести оптимизацию иммобилизации специфи-
ческих антител к антибиотикам на поверхность НЧЗ, 
опосредованную вторичными антителами; 3)  опре-
делить предел обнаружения ИХА с применением по-
лученных иммунореагентов.

Синтез конъюгатов БСА с антибиотиками

Конъюгат БСА–СТР 1 получали при помощи клик-ре-
акции (рис. 1) [18]. БСА предварительно конъюгиро-
вали с оксисукцинимидным эфиром γ-азидобутиро-
вой кислоты с  получением конъюгата БСА–азид  2. 
Эффективность конъюгации по данным MALDI-TOF 
масс-спектрометрии составила 14  азидных групп 
на 1 молекулу БСА. Алкиновый аддукт 3 получали 
реакцией стрептомицина с гидразидом пропинилок-
сипропионовой кислоты с  образованием соответ-
ствующего гидразона  3. Реакционная способность 
стрептомицина с дигидразидом адипиновой кислоты 
была описана ранее [19], что было положено в осно-
ву используемой в данной работе методики.

В клик-реакции в  качестве восстановителя 
меди стандартно применяют L-аскорбат натрия. 
Сообщается [18], что побочный продукт окисления 
дегидроаскорбат может взаимодействовать с  боко-
выми радикалами белков (преимущественно арги-
нина), поэтому рекомендуется добавлять в реакцию 
ловушку для дегидроаскорбата («скавенджер»), на-
пример, аминогуанидин. Чтобы защитить гуаниди-
новые группы стрептомицина от нежелательной ре-
акции, мы проводили клик-реакцию, используя два 
разных восстановителя меди — L-аскорбат натрия, 
с добавлением гуанидина в качестве «скавенджера», 
и  гидроксиламин. Результаты конъюгации по  дан-
ным MALDI-TOF масс-спектрометрии составили 
6.0  и  5.6  молекул гаптена на  1  молекулу БСА при 

БСА
BSA

H2O, pH 8.5

H2O, pH 11

CH2O, H2O, pH 8.5

TTHPTA, Cu2+

L-ascorbic acid/NH2–OH

Рис. 1. Схема синтеза конъюгатов БСА–СТР 1 и БСА–ТЕТ 5

Fig. 1. Scheme of the synthesis of bovine serum albumin (BSA)– streptomycin (STR) 1 and BSA– tetracycline (TET) 5 conjugates



Разработка иммунохроматографического анализа  
для одновременного обнаружения тетрациклинов и стрептомицина в молоке

И.В. Максин 
и др.

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2025;20(6):565–581� 571

использовании L-аскорбата натрия и  гидроксила-
мина соответственно (рис.  2). При сравнительном 
эксперименте в ИХА конъюгаты не отличались друг 
от друга по работоспособности (данные не показа-
ны). В дальнейшем мы использовали конъюгат, по-
лученный восстановлением в  присутствии только 
гидроксиламина.

Конъюгат БСА–ТЕТ  5  получали в  стандартных 
условиях по реакции Манниха [14]. Эффективность 
конъюгации составила 1  молекулу тетрациклина 
на 1 молекулу БСА (рис. 2).

Синтез НЧЗ

По данным УФ-видимой спектрофотометрии длина 
волны максимального светопоглощения полученного 
золя составляет 536  нм, что соответствует среднему 
размеру частиц приблизительно 55–60 нм (рис. 3) [20].

Схема конкурентного ИХА 
для определения тетрациклинов 
и стрептомицина

Иммунохроматографическая тест-полоска для 
определения тетрациклинов и стрептомицина была 
устроена следующим образом (рис. 4). Нанесенные 
на  нитроцеллюлозную мембрану конъюгаты 
БСА–ТЕТ, БСА–СТР и  иммуноглобулины курино-
го яйца  IgY формировали на  аналитической мем-
бране две тестовые линии  (ТЛ) и  контрольную 
линию  (КЛ) соответственно. Аналитические конъ-
югаты НЧЗ–анти-ТЕТ, НЧЗ–анти-СТР и  контроль-
ный конъюгат НЧЗ–анти-IgY смешивали с  пробой 
в  микролунке непосредственно перед анализом 

и инкубировали в течение 5 мин. Благодаря стадии 
инкубации антител с  образцом время их  взаимо-
действия с  аналитом увеличивается, что приводит 
к  снижению предела обнаружения  [7], поскольку 
обеспечиваются лучшие кинетические условия для 
образования комплекса антитело–антиген по  срав-
нению с традиционным форматом ИХА, в котором 
реакция ограничена диффузией иммунореаген-
тов в  пористых структурах мембраны тест-поло-
ски [21].

После погружения тест-полоски в  пробу, сме-
шанную c конъюгатом НЧЗ, смесь движется вдоль 
тест-полоски с нанесенными на нее реагентами под 
действием капиллярных сил. При отсутствии ана-
литов в пробе (рис. 4a), антитела свяжутся с анали-
тами, закрепленными на БСА, что приведет к акку-
мулированию золотых частиц на  ТЛ и  появлению 
окрашивания. Если в  образце присутствует один 
из  аналитов или сразу оба (рис.  4b), то  он (они) 
будет препятствовать связыванию конъюгата НЧЗ 
с  конъюгатом аналита с  БСА на  ТЛ, за  счет чего 
окрашивание ТЛ  будет неярким или будет отсут-
ствовать.

Поскольку условия проведения анализа и состав 
образца молока могут повлиять на визуальную ин-
терпретацию результата, мы  посчитали необходи-
мым использование контрольной линии в качестве 
эталона сравнения яркости окрашивания. В  связи 
с  этим, КЛ  окрашивается за  счет специфического 
связывания НЧЗ–анти-IgY с  иммуноглобулинами 
куриного яйца IgY. Таким образом, яркость окра-
шивания будет постоянной и независимой от того, 
какая часть аналитического конъюгата задержится 
на ТЛ.
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Fig. 3. Light absorption spectrum of the colloidal gold 
nanoparticles
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Результат анализа определяется сравнением ярко-
сти ТЛ  и  КЛ. Если ТЛ  более яркая, чем КЛ  — ре-
зультат отрицательный. Если ТЛ  менее яркая, чем 
КЛ или их яркость сопоставимая — положительный. 
Выбранный способ оценки результата мы  посчи-
тали более приемлемым, учитывая субъективность 
визуальной интерпретации. Это позволяет снизить 
предел обнаружения анализа при визуальной интер-
претации результатов, поскольку положительным ре-
зультатом будет считаться не только полное исчезно-
вение тестовой линии (что характерно для высоких 
концентраций аналита), а  даже видимое снижение 
ее интенсивности для относительно невысоких кон-
центраций аналита.

Конъюгация антител с НЧЗ

Вторичные антитела конъюгировали с НЧЗ посред-
ством физической адсорбции при pH  8  и  концен-
трации 2  мкг/мл. Выбранные параметры получили, 
исходя из  эксперимента по  подбору оптимальных 
условий (рис. 5).

Предварительные эксперименты с  иммоби-
лизацией антител к  стрептомицину на  НЧЗ по-
средством вторичных антител показали, что по-
лученный конъюгат оказался нестабильным. Уже 
через сутки после приготовления конъюгатов 

наблюдалась статистически значимая утрата актив-
ности (рис. 6, заштрихованный столбец, p < 0.05) 
и  существенная агрегация, о  чем свидетельство-
вало снижение коэффициента агрегации раствора 
конъюгата. При использовании двух конъюгатов 
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Рис. 4. Схема конкурентного ИХА тетрациклинов и стрептомицина. (a) Отрицательный образец; (b) положительный образец; 
(c) схема интерпретации результата анализа

Fig. 4. Schematic diagram of the developed competitive immunochromatographic assay (ICA) of tetracyclines and streptomycin. 
(a) Negative sample; (b) positive sample; (c) result interpretation scheme
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в  анализе (НЧЗ–анти-ТЕТ и  НЧЗ–анти-СТР) на-
блюдалось увеличение интенсивности окраши-
вания линии тетрациклина при добавлении в  об-
разец стрептомицина. Мы  предполагаем, что оба 
этих явления происходят из-за образования агре-
гатов наночастиц, вызванных кросс-сшивками 
посредством связывания вторичных антител, не-
сущих одновременно антитела и к стрептомицину, 
и  к  тетрациклину. В  результате, когда в  образце 
есть стрептомицин, та часть образовавшегося по-
ливалентного конъюгата, которая задерживалась 
на  линии стрептомицина, может перейти на  ли-
нию тетрациклина.

Для предотвращения агрегации и  образования 
поливалентных агрегатов мы  посчитали рацио-
нальным блокировать незанятые сайты связыва-
ния вторичных антител, для чего использовали 
неспецифические мышиные иммуноглобулины  G. 
Модельный эксперимент без использования специ-
фических антител к стрептомицину и тетрациклину 
показал, что зависимость агрегации от количества 
введенных мышиных антител имела нелинейный 
характер с выраженным минимумом (рис. 7). В ди-
апазоне концентраций 1–7  мкг/мл наблюдалось 
увеличение степени агрегации. Это можно объяс-
нить тем, что в  низкой концентрации количество 
сайтов связывания вторичных антител значительно 
превышает количество мышиных антител, и  сами 
мышиные антитела связывают соседние наноча-
стицы. Начиная с  концентрации 9  мкг/мл, возни-
кал стабилизирующий эффект, который можно 
объяснить тем, что количество мышиных антител 

уже сопоставимо с количеством сайтов связывания 
вторичных антител и  предотвращает образование 
крупных агрегатов. При достижении концентра-
ции 20 мкг/мл некоторая степень агрегации все еще 
фиксировалась (p < 0.05), но мы посчитали ее при-
емлемой для дальнейшего применения (рис.  7). 
Выбранную концентрацию использовали для син-
теза конъюгатов НЧЗ–анти-ТЕТ и  НЧЗ–анти-СТР. 
Конъюгат НЧЗ–анти-СТР, приготовленный с  ис-
пользованием блокирующих антител в концентра-
ции 20 мкг/мл, сохранил работоспособность спустя 
24 ч после приготовления (рис. 6, незаштрихован-
ный столбец). Следующим этапом работы был под-
бор оптимальных концентраций иммунореагентов 
тест-системы, чтобы достичь наименьшего предела 
обнаружения.

Оптимизация предела обнаружения

Для достижения низкого предела обнаружения 
применяли известные методические подходы [22], 
которые заключались в  подборе соотношения ан-
титело–метка и  концентраций иммунореагентов 
(табл.  1). Поскольку визуальная интерпретация 
результата заключается в сравнении яркости тесто-
вых линий с контрольной, то при подборе концен-
трации иммунореагентов мы  стремились к  тому, 
чтобы яркость контрольной линии была значитель-
но ниже.
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Предел обнаружения разработанного анализа 
и  сопоставление с  некоторыми ранее опублико-
ванными работами приведены в табл. 2 и на рис. 8. 
Согласно Техническому регламенту Таможенного 
союза «О безопасности молока и  молочной про-
дукции» (ТР  ТС  033/2013) предельно допустимая 

2	 Технический регламент Таможенного союза “О безопасности молока и  молочной продукции” (ТР  ТС  033/2013) (с измене-
ниями на  23  июня 2023  г.). URL: https://docs.cntd.ru/document/499050562. Дата обращения 14.07.2025. [Technical Regulations 
of  the Customs Union “On the safety of  milk and dairy products” (TR  CU  033/2013) (as amended on  June  23, 2023) (in  Russ.). URL:  
https://docs.cntd.ru/document/499050562. Accessed June 14, 2025.]

концентрация антибиотиков стрептомицина и тетра-
циклинов составляет 200  и  10  нг/мл соответствен-
но2. Достигнутые пределы обнаружения достаточ-
ны для применения тест-системы в  соответствии 
с ТР ТС 033/2013 и находятся на одном уровне с ра-
нее опубликованными работами (табл. 2).

Таблица 1. Подобранный расход иммунореагентов

Table 1. Selected immunoreagent amounts

Иммунореагент
Immunoreagent

Диапазон 
исследованных 
концентраций

Studied 
concentration range

Выбранное 
количество

Selected amount

Иммунореагент
Immunoreagent

Диапазон 
исследованных 
концентраций

Studied 
concentration range

Выбранное 
количество

Selected amount

БСА–ТЕТ
BSA–TET

0.5–2.0 мг/мл
0.5–2.0 mg/mL

1 мг/мл
1 mg/mL

НЧЗ–анти-IgY
GNP–anti-IgY

1–5 мкл
1–5 μL

3.5 мкл
3.5 μL

БСА–СТР 
BSA–STR

0.1–1.0 мг/мл
0.1–1.0 mg/mL

0.2 мг/мл
0.2 mg/mL

Антитела 
к тетрациклину
Anti-tetracycline 
antibody

2–9 мкг/мл 

2–9 μg/mL 

4 мкг/мл 

4 μg/mL 

НЧЗ–анти-ТЕТ
Gold nanoparticles 
(GNP)–anti-TET

10–20 мкл
10–20 μL 

20 мкл
20 μL 

Антитела 
к стрептомицину
Anti-streptomycin 
antibody

2–9 мкг/мл 

2–9 μg/mL 

5 мкг/мл 

5 μg/mL 

НЧЗ–анти-СТР
GNP–anti-STR

10–20 мкл
10–20 μL

20 мкл
20 μL

Мышиные 
иммуноглобулины
Mouse 
immunoglobulin

0–20 мкг/мл 

0–20 μg/mL 

20 мкг/мл 

20 μg/mL 

Таблица 2. Сравнение разработанного ИХА с опубликованными методами. Инструментальный предел обнаружения (иПО), 
визуальный предел обнаружения (вПО)*

Table 2. Comparison of the developed ICA with published methods. Instrumental limit of detection (iLOD), visual limit of detection 
(vLOD)*

Антибиотик
Antibiotic

Метод определения
Detection method

Образец
Sample type

иПО, нг/мл
iLOD, ng/mL

вПО, нг/мл
vLOD, ng/mL

Литература
References

Те
тр

ац
ик

ли
ны

Te
tra

cy
cl

in
e

Флуоресцентный анализ
Fluorescence analysis

Вода
Water

750 – [23]

Буфер
Buffer

2.86 – [24]

Высокоэффективная жидкостная 
хроматография
High performance liquid 
chromatography

Молоко
Milk

21 – [25]

https://docs.cntd.ru/document/499050562
https://docs.cntd.ru/document/499050562
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Антибиотик
Antibiotic

Метод определения
Detection method

Образец
Sample type

иПО, нг/мл
iLOD, ng/mL

вПО, нг/мл
vLOD, ng/mL

Литература
References

Те
тр

ац
ик

ли
ны

Te
tra

cy
cl

in
e

Иммуноферментный анализ
Enzyme-linked immunosorbent assay

Молоко
Milk

IC50 = 0.72 – [26]

Колориметрический бумажный 
сенсор с детекцией сигнала 
при помощи смартфона
Colorimetric paper-based sensor with 
signal detection via smartphone imaging

Молоко
Milk

0.5 – [27]

ИХА
ICA

Человеческая 
сыворотка

Human serum
0.4 11 [28]

Молоко
Milk

– 0.8 [29]

Молоко
Milk

Хлортетрациклин
Chlortetracycline

Данная работа
This work

2.15 7.5

Окситетрациклин
Oxytetracycline

0.29 2

Доксициклин
Doxycycline

0.78 6

Тетрациклин
Tetracycline

1.27 4

Ст
ре

пт
ом

иц
ин

St
re

pt
om

yc
in

Поверхностно-усиленное 
комбинационное рассеяние
Surface-enhanced Raman scattering 

Молоко
Milk

2.13 ∙ 10−3 – [30]

Анализ, основанный на агрегации 
L-гистидин функционализованных 
НЧЗ
Aggregation-based L-histidine 
functionalized GNP assay

Молоко
Milk

0.66 – [31]

Электрохимический сенсор
Electrochemical sensor

Молоко
Milk

0.33 ∙ 10−3 – [32]

Разрешенная флуоресценция 
наночастиц в ИХА
Resolved fluorescence 
of nanoparticles in ICA

Молоко
Milk

1.10 нг/г 
1.10 ng/g

– [33]

ИХА
ICA

Молоко
Milk

0.4 50 [34]

Молоко
Milk

1.34 25
Данная работа

This work

* Таблица не является исчерпывающим обзором методов и включает только выборочные публикации.
* The table does not aim to provide a comprehensive overview and includes only selected examples from the literature.

Таблица 2. Продолжение

Table 2. Сontinued
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Рис. 8. Градуировочные кривые зависимости интенсивности окрашивания тестовой линии от концентрации стрептомицина 
и тетрациклинов в молоке и фотографии результатов ИХА определения (a) стрептомицина, (b) хлортетрациклина,  
(c) окситетрациклина, (d) доксициклина, (e) тетрациклина. Цифры над фотографиями обозначают исследуемую концентрацию 
соответствующего аналита

Fig. 8. Calibration curves showing the dependence of the test line color intensity on the concentration of streptomycin and 
tetracyclines in milk, and photographs of ICA results for the detection of (a) streptomycin, (b) chlortetracycline, (c) oxytetracycline,  
(d) doxycycline, and (e) tetracycline. The numbers above the photographs indicate the tested concentration of the corresponding analyte
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Рис. 9. (a) Проверка кросс-реактивности тест-системы; (b) оценка влияния на сигнал одновременного нахождения 
тетрациклина и стрептомицина в пробе

Fig. 9. (a) Assessment of the test system’s cross-reactivity; (b) evaluation of the effect on the signal caused by the simultaneous 
presence of tetracycline and streptomycin in the sample 
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Дополнительно была проверена специфичность 
разработанной тест системы к  другим аминоглико-
зидам  — гентамицину и  канамицину, а  также пени-
циллину и  хлорамфениколу. Показано отсутствие 
статистически достоверного влияния кросс-реаген-
тов в  концентрации 1000  нг/мл в  молоке на  сигнал 
(рис.  9a). Отсутствие кросс-реактивности с  амино
гликозидами может объясняться высокой специ-
фичностью антител к стрептомицину и более значи-
тельными отличиями в  структуре рассматриваемых 
антибиотиков. Взаимная интерференция стрептоми-
цина и тетрациклина также отсутствовала (рис. 9b).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана тест-система для одновременно-
го обнаружения тетрациклинов и  стрептомици-
на в  неразбавленном молоке. Визуальный предел 
обнаружения стрептомицина, хлортетрациклина, 
окситетрациклина, доксициклина, тетрациклина, 
составляет 25, 7.5, 2, 6, 4  нг/мл соответственно. 
Блокировка свободных центров вторичных анти-
тел позволяет повысить стабильность конъюгатов. 
Разработанная тест-система удовлетворяет норма-
тивным требованиям и может быть рекомендована 
для практического применения для контроля конта-
минации молока антибиотиками. Использованные 
в  работе методические подходы одновременного 
определения группы тетрациклинов и  стрептоми-
цина позволят перейти к  созданию тест-системы 
для одновременного определения трех или четырех 
групп антибиотиков.
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Аннотация
Цели. Получить и сравнить эффективность трех вариантов rAAV, экспрессирующих ген модифицированного однодоменного 
антитела B11-Fc, специфичного к ботулиническому токсину типа А (BoNT/A) — rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc 
и scAAV-DJ-CMV-B11-Fc.
Методы. Для создания целевых конструкций и получения rAAV использовали систему AAV-DJ Packaging System (Cell Biolabs, 
США). Экспрессию гена антитела B11-Fc в составе полученных rAAV оценивали in vitro (клеточные линии HEK293, CHO-S 
и C2C12) и in vivo (мыши линии BALB/c) при помощи биослойной интерферометрии. Защитные свойства препаратов изучали 
на модели летальной интоксикации мышей BoNT/A.
Результаты. Препарат rAAV-DJ-CMV-B11-Fc показал высокий уровень продукции антитела B11-Fc как in  vitro, так 
и  in  vivo без значимого снижения концентрации в  течение как минимум 6  месяцев. Препараты rAAV-DJ-CASI-B11-Fc 
и scAAV-DJ-CMV-B11-Fc показали сравнимый уровень продукции B11-Fc как in vitro и in vivo, за исключением клеток C2C12, 
где rAAV-DJ-CASI-B11-Fc показал самую высокую эффективность. При изучении защитной активности препаратов против ле-
тальной дозы BoNT/A продемонстрировано, что в первые двое суток rAAV-DJ-CASI-B11-Fc и scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обладают 
более выраженной активностью по сравнению с rAAV-DJ-CMV-B11-Fc. Однако на более поздних сроках, начиная с 3 месяца, 
препарат rAAV-DJ-CMV-B11-Fc демонстрирует наиболее выраженную защиту против высоких доз BoNT/A.
Выводы. Полученные в  ходе исследования данные показывают, что для индукции защиты от  BoNT/A на  ранних сроках 
(24–48 ч) после введения следует применять препарат rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, тогда как для индукции защиты от максимально 
высоких доз BoNT/A в долгосрочной перспективе следует использовать rAAV-DJ-CMV-B11-Fc. Исследования специфической 
активности препаратов на более поздних сроках после введения продолжаются.

Ключевые слова
rAAV, аденоассоциированный вирус, однодоменные антитела, ботулизм, 
пассивная иммунизация, профилактика
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2 �MIREA – Russian Technological University (M.V. Lomonosov Institute of Fine Chemical Technologies), Moscow, 
119454 Russia
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Abstract
Objectives. To obtain and compare the efficiency of three recombinant adeno-associated virus (rAAV) variants expressing the gene of the 
modified single-domain antibody B11-Fc specific to botulinum toxin type A (BoNT/A): rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, 
and scAAV-DJ-CMV-B11-Fc.
Methods. The AAV-DJ Packaging System (Cell Biolabs, USA) was used to create target constructs and obtain rAAV. Expression of the 
B11-Fc antibody gene in the obtained rAAV was assessed in vitro (HEK293, CHO-S, and C2C12 cell lines) and in vivo (BALB/c mice) 
using biolayer interferometry. The protective properties of the drugs were investigated on the model of lethal intoxication of mice with 
BoNT/A.
Results. The rAAV-DJ-CMV-B11-Fc drug demonstrated a  high level of  B11-Fc antibody production both in  vitro and in  vivo 
without a  significant decrease in  concentration for at  least 6  months. Comparable levels of  B11-Fc production were demonstrated 
by rAAV-DJ-CASI-B11-Fc and scAAV-DJ-CMV-B11-Fc drugs in both in vitro and in vivo studies, with the exception of C2C12 cells, 
where rAAV-DJ-CASI-B11-Fc demonstrated the highest efficacy. When investigating the protective activity of  the drugs against 
a lethal dose of BoNT/A, it was found that rAAV-DJ-CASI-B11-Fc possessed more pronounced activity in the first two days following 
administration as compared to rAAV-DJ-CMV-B11-Fc. However, at later stages, starting from 3 months, the rAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
drug product demonstrated the most pronounced protection against high doses of BoNT/A.
Conclusions. The obtained data show that rAAV-DJ-CASI-B11-Fc should be used for the induction of protection against BoNT/A 
at  early stages (24–48  h) after administration, whereas for protection against the highest doses of  BoNT/A in  the long term, 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc should be  used. Studies into the specific activity of  the drugs at  later stages after administration are still 
ongoing.
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ВВЕДЕНИЕ

Векторы на  основе аденоассоциированного виру-
са  (rAAV) являются превосходным инструментом 
не  только для создания средств генной терапии, 
но  и  для создания средств профилактики инфекци-
онных заболеваний, основанных на пассивной гене-
тической иммунизации. Данный принцип построен 
на доставке и длительной экспрессии в организме ге-
нов нейтрализующих антител, специфичных к опре-
деленному патогену. Такой подход показал свою 
эффективность для создания средств профилакти-
ки гриппа, COVID-19, ВИЧ инфекции и  др.  [1,  2]. 
Эффективность препаратов для пассивной генетиче-
ской иммунизации на основе rAAV во многом зависит 
от дизайна генетической конструкции, обеспечиваю-
щей экспрессию гена нейтрализующего антитела.

В  предыдущем исследовании нами был полу-
чен rAAV, обеспечивающий долгосрочную экспрес-
сию гена нейтрализующего модифицированного 
однодоменного антитела B11-Fc1 (rAAV-B11-Fc). 
Экспериментально установлено, что однократное 
введение rAAV-B11-Fc обеспечивает полную защиту 
животных от летальной дозы ботулинического ней-
ротоксина серотипа А с сохранением протективного 
эффекта на протяжении как минимум 120 суток [3]. 
Настоящее исследование является продолжением 
указанной работы и  сосредоточено на  подборе оп-
тимальной генетической конструкции для доставки 
и  экспрессии гена антитела B11-Fc в  составе rAAV 
и разработке прототипа кандидатного препарата для 
генетической пассивной иммунизации и  профилак-
тики ботулизма.

Таким образом, целью данной работы является 
получение и  сравнение эффективности трех вари-
антов rAAV-конструкций, экспрессирующих ген 
антитела B11-Fc, специфичного к  ботулиническому 
токсину типа A (BoNT/A) — rAAV-DJ2-CMV-B11-Fc, 
rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, scAAV-DJ-CMV-B11-Fc. 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc является препаратом, использо-
ванным нами ранее [3], несущим ген модифицирован-
ного однодоменного антитела B11-Fc [4] под контро-
лем CMV-промотора (Cytomegalovirus promoter). Для 
удобства и понимания в данной работе он был назван 

1	 B11-Fc — однодоменное антитело, модифицированное Fc-фрагментом IgG1 человека. [B11-Fc is a single-domain antibody modified 
with a human IgG1 Fc fragment.]

2	 rAAV-DJ — рекомбинантный адено-ассоциированный вирус (recombinant Adeno-Associated Virus) с капсидом типа DJ, который яв-
ляется синтетическим (химерным) серотипом, созданным путем смешения ДНК (DNA shuffling) из восьми различных природных 
серотипов AAV. [rAAV-DJ is recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV) with a DJ-type capsid, which is a synthetic (chimeric) serotype 
created by DNA shuffling from eight different natural AAV serotypes.]

3	 CASI-промотор — синтетический (химерный) промотор. Он состоит из энхансера CMV, куриного β-актинового промотора (CAG) 
и энхансера UbC. [CASI-promoter is a synthetic (chimeric) promoter. It consists of the CMV enhancer, the chicken β-actin promoter (CAG), 
and the UbC enhancer.]

rAAV-DJ-CMV-B11-Fc. rAAV-DJ-CASI-B11-Fc — кон-
струкция, аналогичная по  структуре, но  включаю-
щая CASI3-промотор  — синтетический гибридный 
промотор, содержащий элементы CMV, куриного 
β-актина и интрона UbC (Ubiquitin C), а также WPRE 
(woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory 
element), который усиливает стабильность и уровень 
экспрессии мРНК. scAAV-DJ-CMV-B11-Fc  — само-
комплементарная форма вектора, экспрессирующая 
ген B11-Fc под контролем промотора CMV.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение препаратов rAAV. Препарат 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc был получен с  использо-
ванием плазмид, как описано ранее  [3]. Препарат 
rAAV-DJ-CASI-B11-Fc получали с  использованием 
плазмид pAAV-CASI-B11-Fc, pAAV-DJ-vector (Cell 
Biolabs, США) и pHelper Vector (Cell Biolabs, США). 
Препарат pAAV-CASI-B11-Fc получали при помо-
щи синтеза последовательности промотора CASI 
вместе с сайтами клонирования и последовательно-
стью WPRE и  сигнала полиаденилирования в  ЗАО 
«Евроген» (Россия) c последующим клонированием 
синтезированной последовательности между ле-
вым и  правым инвертированными терминальными 
повторами (inverted terminal repeats, ITR), заменяя 
имеющуюся экспрессионную кассету. Препарат 
scAAV-DJ-CMV-B11-Fc получали с  использованием 
плазмид pscAAV-CMV-B11-Fc, pAAV-DJ-vector (Cell 
Biolabs, США) и pHelper Vector (Cell Biolabs, США). 
Плазмиду pscAAV-CMV-B11-Fc получали при помо-
щи клонирования последовательности гена B11-Fc 
в плазмиду pscAAV-MCS (Cell Biolabs, США).

Для получения rAAV-векторов использовали 
клеточную линию Human Embryonic Kidney 293  
(HEK293) (из коллекции клеточных культур  
ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России). Культивирование и трансфекцию проводи-
ли в адгезионных условиях при 37°C и 5% CO2, как 
описано ранее [3, 5]. Очистку вирусных препаратов 
проводили с использованием аффинной хроматогра-
фии  (AC) на  сорбенте POROS CaptureSelect  AAVX 
Affinity Resin (Thermo Fisher Scientific, США) согласно 
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инструкции производителя. Дополнительную очист-
ку и замену буфера проводили при помощи эксклю-
зионной хроматографии (SEC) на колонке ХК 26/100, 
упакованной сорбентом Superdex 200 (Cytiva, США). 
Финальное формулирование препаратов прово-
дили на  центрифужных концентраторах 100  кДа 
Amicon Ultra-15  (Merck, США). Количество и каче-
ство полученных препаратов изучали, как описа-
но [5].

Изучение специфической активности препара-
тов rAAV in vitro. Клетки HEK293, CHO-S (адапти-
рованные для культивирования в суспензии без сы-
воротки клетки китайского хомячка, Chinese hamster 
ovary [suspension]) (Thermo Fisher Scientific, США, 
кат. № R80007) и C2C12 (миобластная клеточная ли-
ния самки мыши C3H) (ATCC® CRL-1772™) трансду-
цировали дозой 105 гк/клетку. Через 96 и 144 ч собира-
ли образцы культуральной жидкости. Концентрацию 
B11-Fc в культуральной жидкости определяли мето-
дом биослойной интерферометрии (BLI), при помо-
щи прибора OctetRED96e  System (Fortebio, США) 
и сенсоров Anti-Human IgG Fc (Fortebio, США).

Изучение специфической активности препа-
ратов rAAV in vivo. Самкам мышей инбредной ли-
нии BALB/c (6 недель, 18–20 г) (ФГБУН «Научный 
центр биомедицинских технологий» ФМБА 
России, филиал «Андреевка») вводили rAAV в дозе 
1011  гк/животное внутримышечно. Кровь отбира-
ли в  ключевые временные точки. Концентрацию 
B11-Fc в  сыворотке определяли аналогично как 
в  эксперименте in  vitro. Изучение защитной актив-
ности препаратов против BoNT/A проводили как 
описано [3, 6]. Содержание проводилось в виварии, 
в  стандартных условиях: поликарбонатные клет-
ки, плотность посадки  — до  5  животных на  клет-
ку. Кормление осуществлялось полнорационным 
гранулированным кормом (ad  libitum) с  доступом 
к воде. Все процедуры выполнялись в соответствии 
с  протоколом, одобренным локальным этическим 
комитетом ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» (про-
токол № 11 от 25.06.2021 г.).

Статистический анализ. Статистику проводили 
в  программе GraphPad Prism  9.0  (Dotmatics, США) 
Выживаемость анализировали методом Каплана–
Майера с логранговым тестом. Уровень значимости 
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн генетических конструкций 
и получение препаратов rAAV

Цис-действующие элементы rAAV-векторов, вклю-
чая промоторы, определяют уровень, стабильность 

и тканевую специфичность экспрессии. В данной ра-
боте мы исследовали эффективность экспрессии ан-
титела B11-Fc в составе rAAV, несущих три разные 
генетические конструкции: rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, 
rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, scAAV-DJ-CMV-B11-Fc.

CMV-промотор широко применяется из-за вы-
сокой экспрессии в  различных клетках (например, 
карциномы толстой кишки человека HCT116, коло-
ректальной аденокарциномы DLD-1, клетках мозга 
и  печени)  [7]. Однако он  подвержен эпигенетиче-
скому сайленсингу in  vivo, особенно в  мышечных 
и  печеночных клетках, что ограничивает его дли-
тельную активность и  может вызывать иммунный 
ответ [8–11].

CASI-промотор — синтетический гибрид (CMV, 
β-актин, UBC), устойчив к  метилированию и  обе-
спечивает стабильную экспрессию. В  исследова-
ниях индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток, дифференцированных в  клетки пигментно-
го эпителия сетчатки iPSC-RPE  [12], а  также при 
генной терапии колоректального рака препаратом 
AdC68-цетуксимаб  [13] CASI-промотор демонстри-
ровал высокую и  стабильную экспрессию in  vivo 
и in vitro [14]. Таким образом, по литературным дан-
ным, промотор CASI эффективен для доставки и экс-
прессии трансгена в мышечной ткани.

Самокомплементарные векторы аденоассоци-
ированного вируса scAAV содержат двухцепочеч-
ную ДНК, что, согласно литературным данным, 
позволяет обеспечивать более быстрый и высокий 
уровень экспрессии трансгена  [15–17]. Однако 
scAAV вызывает более выраженный иммунный от-
вет против трансгена  [18,  19]. Также, необходимо 
отметить, что конструкция scAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
несет последовательность «кόрового» CMV-промо
тора без энхансера, т.к. эффективная пакующая 
емкость AAV ограничена примерно 5000  нуклео-
тидов, а  при упаковке самокомплементарных ча-
стиц scAAV эта емкость фактически снижена почти 
в  2  раза из-за того, что пакуется смысловая и  ан-
ти-смысловая ДНК вместе, что диктует необходи-
мость сокращения последовательностей регулятор-
ных элементов в конструкции.

Кроме того, все три конструкции содержат раз-
личные интроны, способствующие увеличению 
экспрессии трансгена,  — интрон человеческого  
β-глобина в  конструкции pAAV-DJ-CMV-B11-Fc, 
интрон человеческого убиквитина С  в  конструк-
ции pAAV-DJ-CASI-B11-Fc и малый интрон вируса 
SV40  конструкции pscAAV-DJ-CMV-B11-Fc. Также 
в  конструкции pAAV-DJ-CASI-B11-Fc «вниз по  те-
чению» от трансгена содержится элемент WPRE ви-
руса гепатита сурка, способствующий стабилизации 
мРНК и повышению экспрессии трансгена.
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Таким образом, нами были выбраны 3  наибо-
лее перспективные генетические конструкции для 
доставки и  эффективной экспрессии гена антите-
ла B11-Fc в  составе rAAV. В  работе был использо-
ван синтетический серотип rAAV-DJ, способный 
трансдуцировать широкий спектр различных клеток 
и тканей [10, 20] и использованный нами ранее для 
доставки и экспрессии генов нейтрализующих анти-
тел [2, 3].

Для получения трех препаратов rAAV были ис-
пользованы соответствующие плазмидные конструк-
ции pAAV-DJ-CMV-B11-Fc, pAAV-DJ-CASI-B11-Fc 
и  pscAAV-DJ-CMV-B11-Fc. Схемы генетических 
конструкций показаны на рис. 1.

Препараты rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, 
scAAV-DJ-CMV-B11-Fc были получены в  культуре 
клеток HEK293  и  очищены при помощи аффинной 
и  эксклюзионной хроматографии. Качество препа-
ратов оценивали при помощи электрофореза в  по-
лиакриламидном геле с  додецилсульфатом натрия 
SDS-PAGE, Western blot и  электронной микроско-
пии. Схема получения препаратов rAAV и  типич-
ные результаты контроля качества представлены  
на рис. 2.

Сравнение экспрессии B11-Fc  
в составе полученных препаратов rAAV 
in vitro и in vivo

Для оценки экспрессии B11-Fc использовали клеточ-
ные линии HEK293, CHO-S и C2C12, трансдуцирован-
ные rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, 
scAAV-DJ-CMV-B11-Fc и  rAAV-DJ-CMV-EGFP 
(в  качестве  K-). Препарат добавляли из  расчета 
100000  геномных копий на  клетку. Образцы куль-
туральной жидкости отбирали через 96 и 144 ч по-
сле трансдукции. Цитотоксического эффекта при 
трансдукции препаратов в  выбранной дозе не  на-
блюдалось. Анализ с  использованием биослойной 
интерферометрии  (BLI) показал, что уровень про-
дукции B11-Fc зависит от промотора и клеточной ли- 
нии (рис. 3a).

Конструкция rAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечивала 
высокую экспрессию в клетках CHO-S (до 69.2 мкг/мл  
к 144 ч), тогда как в C2C12 уровень был ниже (6.13 мкг/мл  
на  96  ч). CASI-промотор (rAAV-DJ-CASI-B11-Fc) 
обеспечивал стабильную экспрессию (рис.  3а), осо-
бенно в  клетках миобластов C2C12  (до 19.5  мкг/мл), 
что косвенно подтверждает его эффективность для 
мышечной ткани. scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспе-
чивал средний уровень экспрессии антитела в клет-
ках CHO-S и  НЕК293, но  самый низкий уровень 
в  C2C12. При этом не  было показано экспрессии 
антитела при трансдукции контрольным вектором 
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Рис. 1. Схематичное изображение полученных 
генетических конструкций, содержащей ген 
модифицированного антитела B11-Fc. 
A: схема pAAV-DJ-CMV-B11-Fc, CMV — 
последовательность полноразмерного промотора CMV 
с энхансером; hβG intron — интрон бета-глобинового 
гена человека; B11-Fc — последовательность, 
кодирующая антитело B11-Fc; hGH poly A — сигнал 
полиаденилирования гормона роста человека; ITR — 
инвертированные терминальные повторы.
B: схема pAAV-DJ-CASI-B11-Fc; CASI — синтетический 
гибридный промотор, содержащий CMV энхансер 
и CβA (куриный β-актин); UbC интрон — интрон 
убиквитина С; B11-Fc — последовательность, 
кодирующая антитело B11-Fc, слитое с Fc-фрагментом; 
WPRE — постранскрипционный регуляторный элемент 
вируса гепатита сурка; poly A — синтетический 
сигнал полиаденилирования; ITR — инвертированные 
терминальные повторы.
C: схема pscAAV-DJ-CMV-B11-Fc, CMV — 
последовательность «кóрового» промотора CMV без 
энхансера; SV40 small T — малый интрон вируса SV40; 
B11-Fc — последовательность, кодирующая антитело 
B11-Fc; SV40 poly A — сигнал полиаденилирования 
SV40; ITR ΔTRS — модифицированный ITR с делецией 
сайта никазы, необходимый для формирования 
самокомплементарной структуры ДНК вектора.

Fig. 1. Schematic representation of the obtained genetic 
constructs containing the gene of the modified antibody B11-Fc.
A: pAAV-DJ-CMV-B11-Fc scheme, CMV is a sequence of the 
full-length CMV promoter with enhancer; hβG intron is an intron 
of the human β-globin gene; B11-Fc is a sequence encoding 
the antibody B11-Fc; hGH poly A is a polyadenylation signal 
of human growth hormone; ITR are inverted terminal repeats.
B: pAAV-DJ-CASI-B11-Fc scheme; CASI is a synthetic 
hybrid promoter containing the CMV enhancer and CβA 
(chicken β-actin); UbC intron is an intron of ubiquitin C; 
B11-Fc is a sequence encoding the antibody B11-Fc, fused 
with the Fc fragment; WPRE is a woodchuck hepatitis virus 
post-transcriptional regulatory element; poly A is a synthetic 
polyadenylation signal; ITR are inverted terminal repeats.
C: pscAAV-DJ-CMV-B11-Fc scheme, CMV is a CMV core 
promoter sequence without enhancer; SV40 small T is a small 
intron of SV40 virus; B11-Fc is a sequence encoding B11-Fc 
antibody; SV40 poly A is an SV40 polyadenylation signal; 
ITR ΔTRS is a modified ITR with nickase site deletion, required 
for formation of self-complementary structure of vector DNA
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(rAAV-DJ-CMV-EGFP). Таким образом, препарат 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечивает высокий уро-
вень экспрессии B11-Fc в клетках СНО-S и НЕК293, 
а  препарат rAAV-DJ-CASI-B11  — в  клетках C2C12, 
тогда как препарат scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечи-
вает средний уровень экспрессии в  клетках СНО-S 
и  НЕК293  и  низкий уровень экспрессии в  клетках 
C2C12.

Выбор клеточных линий был обусловлен тем, 
что препараты генетической пассивной иммуниза-
ции на  основе rAAV обычно вводятся внутримы-
шечно с целью обеспечения длительной продукции 
антител в  организме, за  счет низкой митотической 
активности мышечной ткани. Чем менее интен-
сивно делятся клетки, тем дольше rAAV способен 
персистировать в  виде эписом и  экспрессировать 
трансген [12, 16, 17].

Таким образом, для косвенной оценки эффек-
тивности конструкций in  vitro были выбраны клет-
ки миобластов линии C2C12 как модель мышечной 
ткани. Клеточная линия HEK293  была использова-
на в  качестве альтернативной модели для изучения 
уровня экспрессии полученных rAAV-конструкций 
в других типах клеток, в частности в эпителиальных. 
Клетки линии CHO-S были выбраны на  основании 
их высокой эффективности для продукции антител, 

в  том числе модифицированных однодоменных ан-
тител [6, 21].

В ходе эксперимента было показано, что конструк-
ция rAAV-DJ-CASI-B11-Fc обладает наибольшей 
эффективностью в  клетках миобластов, что соответ-
ствует данным литературы  [14,  18]. В  то же  время 
наибольшую экспрессию в клетках HEK293 и CHO-S  
показала конструкция rAAV-DJ-CMV-B11-Fc не-
смотря на  то, что предполагалась более высокая 
экспрессия у  конструкции scAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
за  счет более эффективной трансдукции. Гипотеза 
о  преимуществе самокомплементарных rAAV в  на-
шем эксперименте не подтвердилась, т.к. конструк-
ция scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечила наименьший 
уровень продукции антител B11-Fc, что может быть 
обусловлено отсутствием в конструкции последова-
тельности энхансера.

Для оценки экспрессии B11-Fc in  vivo мышам 
BALB/c вводили по  1011  гк rAAV-конструкций: 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, 
scAAV-DJ-CMV-B11-Fc, а  также отрицательный 
контроль rAAV-DJ-CMV-EGFP (по 8  животных 
в  группе). Сыворотку отбирали на  1, 2, 3, 7, 14, 
21, 28, 56, 62, 84, 112, 120, 140, 149, 168, 184  сут-
ки после инъекции различными вариантами rAAV. 
Доза препаратов была выбрана исходя из  данных 
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Рис. 2. Краткая схема процесса получения препарата rAAV. AC — аффинная хроматография (affinity chromatography),  
SEC — эксклюзионная хроматография (size-exclusion chromatography), SDS-PAGE — электрофорез в полиакриламидном геле, 
VP1, VP2, VP3 — структурные белки аденоассоциированного вируса, ТЕМ —– трансмиссионная электронная микроскопия

Fig. 2. Brief scheme of the rAAV preparation process. AC is affinity chromatography, SEC is size-exclusion chromatography,  
SDS-PAGE is polyacrylamide gel electrophoresis, VP1, VP2, VP3 are structural proteins of adeno-associated virus,  
TEM is transmission electron microscopy
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предыдущих исследований  [3]. Экспрессия B11-Fc 
начиналась уже через сутки во  всех группах. 
Максимальная концентрация отмечена в  группе 
CMV-вектора  — >250  мкг/мл на  120-й день с  со-
хранением ~230 мкг/мл до 184-х суток. CASI-вектор 
обеспечивал до 120 мкг/мл (пик на 56 сутки), с по-
следующей стабилизацией на  уровне ~80  мкг/мл.  
У  scAAV концентрация достигала ~75  мкг/мл 
к 120 дню и оставалась стабильной (рис. 3b). В группе  
животных, которым вводился контрольный вектор  
(rAAV-DJ-CMV-EGFP), специфический сигнал BLI 
не детектировался (на графике не представлены).

Таким образом, данные in  vitro исследований 
на  клетках С2С12  не  вполне могут отражать экс-
прессию трансгена в  составе rAAV при внутри-
мышечном введении in  vivo. По  совокупности 
приведенных выше данных in vivo можно сделать пред-
варительный вывод о перспективности конструкции  
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc для доставки и  экспрессии 
гена антитела B11-Fc.

В результате, все исследованные конструкции 
обеспечивают значительный уровень экспрессии 
гена и продукцию антитела B11-Fc как in  vitro, так 
и in vivo. Однако конструкция rAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
демонстрирует наилучшие результаты, что коррели-
рует с данными о защитной активности препаратов 
in vivo, описанных в следующем разделе.

Оценка защитной способности  
rAAV-B11-Fc in vivo

В эксперименте оценивали способность различных 
rAAV-конструкций, экспрессирующих однодомен-
ное антитело B11-Fc, защищать мышей от  токсина 

BoNT/A. Эффективность терапевтических антител 
оценивали по уровню выживаемости животных после 
введения токсина. Мышам вводили по 1011 гк rAAV, 
а  затем через разные промежутки времени внутри-
брюшинно вводили разные дозы токсина BoNT/A. 
Результаты исследования представлены на рис. 4.

Уже через 24  ч rAAV-DJ-CASI-B11-Fc 
и  scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечивали 100% 
выживаемость от  5  и  10  LD50, в  то время как 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc демонстрировал ~60% вы-
живаемость. Через 48  ч все конструкции, вклю-
чая rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, показали 100% за-
щиту при дозах до  20  LD50, однако при 30  LD50 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc защищал только 80% жи-
вотных. На  10-е сутки после введения все пре-
параты обеспечивали полную защиту при дозах 
до  150  LD50. Через 78  суток CMV-вектор сохранял 
100% протективность даже при 1000  LD50, тогда 
как rAAV-DJ-CASI-B11-Fc и scAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
продемонстрировали эффективность только против 
800 LD50.

В качестве положительного контроля использо-
вали животных, которым внутримышечно вводили 
очищенный препарат B11-Fc в  дозе, обеспечиваю-
щей защиту от токсина BoNT/A [6]. Введение иссле-
дуемых rAAV-препаратов приводило к выраженному 
защитному эффекту против интоксикации, что про-
являлось в  выживаемости и  отсутствии признаков 
интоксикации у животных. В то же время в группах 
отрицательного контроля (введение физиологиче-
ского раствора) наблюдалась 100%-ная  гибель жи-
вотных.

Полученные данные подтверждают возможность 
индукции длительной защиты против BoNT/A 
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Рис. 3. Концентрация антител B11-Fc (мкг/мл): (a) в культуральной жидкости после трансдукции rAAV;  
(b) в сыворотке крови мышей, в различные промежутки времени после инъекции препаратов rAAV

Fig. 3. Concentration of B11-Fc antibodies (μg/mL): (a) in culture fluid after rAAV transduction;  
(b) in mouse serum, at different time points after rAAV injection 
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Рис. 4. Протективная активность препаратов rAAV, экспрессирующих нейтрализующее антитело B11-Fc при введении 
различных доз BoNT/A в различные сроки. Представлена выживаемость животных (%) при интоксикации различными дозами 
BoNT/A (в LD50) через 24 ч (a), 48 ч (b), 10 суток (c) и 78 суток (d) после введения rAAV. Звездочкой (*) отмечены группы 
с симптомами ботулизма, количество животных n = 5 для каждой группы

Fig. 4. Protective activity of rAAV drugs expressing neutralizing antibody B11-Fc when different doses of BoNT/A were administered 
at different times. The survival rate of animals (%) is shown when intoxicated with different doses of BoNT/A (in LD50) 24 h (a), 
48 h (b), 10 days (c), and 78 days (d) after rAAV administration. The groups with botulism symptoms are marked with an asterisk (*); 
the number of animals was n = 5 for each group

однократным внутримышечным введением препа-
ратов rAAV, экспрессирующих ген антитела B11-Fc. 
При этом показано, что rAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
обладает более выраженной активностью про-
тив экстремально высоких доз ботулотоксина на-
чиная с  2–3  месяцев после введения. Менее об-
надеживающие данные о  защитной активности 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc [3] могут быть обусловлены 
различиями в схеме очистки препарата, как описа-
но в предыдущей главе. В свою очередь препараты 
rAAV-DJ-CASI-B11-Fc и  scAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
могут быть потенциально использованы, в  том 

числе, для экстренной профилактики ботулизма, 
так как обеспечивают защиту уже через 24 ч после 
введения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе был проведен сравнительный анализ 
трех rAAV-конструкций, экспрессирующих модифи-
цированное однодоменное антитело B11-Fc против 
ботулинического нейротоксина типа A (BoNT/A).

Полученные данные демонстрируют, что ди-
зайн rAAV-вектора, включая форму генома и  тип 
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промотора, оказывает ключевое влияние на  уро-
вень экспрессии трансгена, длительность защит-
ного эффекта. Конструкции rAAV-CMV-B11-Fc 
и rAAV-CASI-B11-Fc перспективны для длительной 
пассивной иммунизации. Вектор scAAV-CMV-B11-Fc 
может применяться в  условиях, требующих ранней 
экспрессии и  защиты в  режиме экстренной профи-
лактики.
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Аннотация
Цели. Исследование влияния строения спейсера в  структуре фосфор(III)-содержащих олигоэфир(мет)акрилатов на  физико-
механические свойства полимеров и их горючесть.
Методы. Физико-механические свойства полимеров определяли с  помощью динамического механического анализато-
ра DMA 242 E Artemis (NETZSCH, Германия); универсальной машины для испытаний (ZwickRoell Group, Германия); копера  
GT-7045-HMH(L) (Gotech Testing Machines,  Inc., Тайвань); дериватографа Q-1500 D системы Паулик–Паулик–Эрдей (термо-
гравиметрические исследования, МОМ, Венгрия); установки «Oxygen Index Module» для определения кислородного индекса 
пластмасс — Fire Testing (Concept Equipment, Великобритания), прибора 	 Копер GT-7045-HMH(L) для определения темпера-
туры размягчения по  Вика (Gotech Testing Machines,  Inc., Тайвань); сверхкритического флюидного экстрактора SFT-110XW 
(Supercritical Fluid Technologies, Inc., США) для флюидной экстракции сверхкритическим диоксидом углерода.
Результаты. Установлено влияние строения спейсера в структуре фосфор(III)-содержащих олигоэфир(мет)акрилатов на ди-
намические механические и физико-механические свойства полимеров. Сделана сопоставительная оценка влияния строения 
спейсера на свойства полимеров, их термостабильность (проведен термогравиметрический анализ) и горючесть (измерен кис-
лородный индекс). Установлено, что введение спейсера в структуру олигомера приводит к получению полимеров со сбалан-
сированными физико-механическими свойствами. Полимеры на  основе фосфор(III)-содержащих олигоэфир(мет)акрилатов 
со спейсерами обладают значительно большим сопротивлением ударным нагрузкам.
Выводы. Достигнутые результаты свидетельствуют о возможности получения полимеров на основе фосфор(III)-содержащих 
олигоэфир(мет)акрилатов со спейсером, обладающих повышенным сопротивлением ударным нагрузкам и термостойкостью 
при незначительном снижении их горючести.

Ключевые слова
спейсер, фосфорсодержащие полимеры, динамический механический анализ, 
кислородный индекс, сопряженная модель горения
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Abstract
Objectives. The work sets out to  investigate the influence of  the structure of  spacer in  structure of  phosphorus(III)-containing 
oligoester(meth)acrylates on physical and mechanical properties of polymers and their combustibility.
Methods. The physical and mechanical properties of polymers were determined using the following: DMA 242 E Artemis dynamic 
mechanical analyzer (NETZSCH, Germany); universal testing machine for standard tests on materials (ZwickRoell Group, Germany); 
GT-7045-HMH(L) impact test machine (Gotech Testing Machines,  Inc., Taiwan); Q-1500  D derivatograph of  the Paulic–Paulic–
Erdey system (thermogravimetry, IOM, Hungary); Oxygen Index Module device for determination of  burning behavior by  plastic 
flammability testing according to oxygen index (Concept Equipment, United Kingdom); GT-7045-HMH(L) device for determination 
of  the Vicat softening temperature (Gotech Testing Machines,  Inc., Taiwan); SFT-110XW supercritical fluid extractor (Supercritical 
Fluid Technologies, Inc., USA) for supercritical fluid extraction with carbon dioxide.
Results. The influence of the spacer structure in the structure of phosphorus(III)-containing oligoester(meth)acrylates on the dynamic 
mechanical and physicomechanical properties of polymers was established. Comparative assessment of the impact of the spacer structure 
on properties of polymers was carried out in terms of their heat stability (thermogravimetric analysis) and combustibility (measurement 
of limited oxygen index). It is established that polymers having balanced physical and mechanical properties can be obtained by introducing 
spacer characteristics into the oligomer structure. Polymers obtained on the basis of phosphorus(III)-containing oligoester(meth)acrylates 
with spacers demonstrate considerable resistance to impact strength tests.
Conclusions. The achieved results testify to  the possibility of  obtaining polymers on  the basis of  phosphorus(III)-containing 
oligoester(meth)acrylates with spacer attributes that possess increased resistance to  impact strength and thermal stability tests at  an 
insignificant decrease in their combustibility.
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ВВЕДЕНИЕ

Исследования возможности синтеза фосфорсодержа-
щих акрилатов, особенности их отверждения и опре-
деление свойств полученных материалов обобще-
ны в работе  [1]. Дальнейшее развитие направления 
представлено в  работах  [2–4]. Однако новый виток 
исследований связан с установлением возможности 
синтеза мономеров со спейсерами, что и определило 
возможность публикации серии статей.

Ранее нами были опубликованы результаты ис-
следования синтеза пространственно разделен-
ных фосфорсодержащих олигоэфир(мет)акрила-
тов (phosphorus-containing polymerizable compound, 
PPC) и проведена оценка влияния строения спейсера 
на кинетику их фотоотверждения [5].

Материалы этой статьи являются продолжением 
начатых ранее исследований, основанных на мате-
риалах диссертации Б.А.  Буравова1, и  посвящены 
изучению физико-механических свойств отверж-
денных фосфорсодержащих олигоэфир(мет)акри-
латов со  спейсерами на  основе трехвалентного 
фосфора. Синтезированные мономеры планируют-
ся использовать в качестве сырья для изготовления 
изделий пониженной горючести лазерной стереоли-
тографией (stereolithography, SLA) и цифровой све-
товой обработкой (digital light processing, DLP)  — 
методами 3D печати, используемыми, в том числе, 
в автомобильной, авиационной и железнодорожной 
технике. В связи с  этим, оценка влияния строения 
спейсера на физико-механические свойства отверж-
денных материалов для прогнозирования возмож-
ных вариантов направлений использования конеч-
ных изделий является актуальной.

Используя метод динамического механического 
анализа (ДМА), проведена оценка влияния спейсера 
и его структуры на свойства отвержденных полиме-
ров.

По температурному изменению комплексного 
динамического механического модуля полимеров 
на основе фосфор(III)-содержащих олигоэфир(мет)
акрилатов оценено влияние строения спейсера в их 
структуре на модуль накопления механических по-
терь, и  определен демпфирующий фактор полиме-
ров. Как правило, данные результаты по  темпера-
турным изменениям пласто-эластических свойств 
материала позволяют получить представление 
о  структуре сформированного полимера и  оценить 
граничные условия его применения. Используя 

1	 Буравов Б.А. Синтез и  свойства полимеризационноспособных фосфорсодержащих олигомеров со  спейсером в  структуре: специ-
альность 02.00.06 «Высокомолекулярные соединения»: дис. канд. хим. наук. Волгоград; 2020 г., 161 с. [Buravov B.A. Synthesis and 
properties of polymerization-capable phosphorus-containing oligomers with a spacer in the structure. Cand. Sci. Thesis (Chem.). Volgograd; 
2020, 161 p. (In Russ).]

диаграммы Коула–Коула, установлены области сба-
лансированности свойств отвержденных полимеров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исследование свойств полимеров проводили на РРС, 
различающихся строением, в  частности присут-
ствием спейсера в  структуре исходного мономера. 
Химические формулы соединений РРС-1, РРС-2  и 
РРС-3 представлены на рис. 1.

Соединение PPС-4 по своему строению аналогич-
но PPС-2, PPС-3, однако одна из  функциональных 
эфир(мет)акрилатных групп заменена на  аллиль-
ную. Синтез соединения PPС-4 проводили аналогич-
но получению PPС-2 и PPС-3, но в этом случае при 
загрузке реагентов один моль глицедил(мет)акри-
лата (ГМА) из  четырех, используемых при синтезе 
PPС-3 и PPС-4, заменяли одним молем аллилглици-
дилового эфира [6].

В обобщенном виде синтезированные соедине-
ния представлены на  рис.  2, показывающем разли-
чия в структуре соединений, а также использованные 
в синтезе типы соединений, формирующие тот или 
иной функционал в продукте.

Получение образцов полимеров, используемых 
в дальнейшем для испытаний, проводили в формах пу-
тем отверждения РРС в присутствии 0.5 мас. % фото- 
инициатора фенил-бис(2,4,6-триметилбензоил)фосфин 
оксида (phenyl-bis(2,4,6-trimethylbenzoyl)-phosphine 
oxide (BAPO)) под действием ультрафиолетового (УФ) 
излучения в  камере «UV  Exposure Lab Chamber» 
(SPDI  UV, США). Диапазон излучения ртутной лам-
пы  — 200–400  нм, мощность  — 62  Вт/см2. Время 
отверждения в камере составляло 25 мин. Время до-
светки образцов после извлечения из форм — 10 мин.

УФ-отвержденные образцы полимеров подверга-
ли золь-гель анализу методом флюидной экстракции 
сверхкритическим диоксидом углерода (с исполь-
зованием сверхкритического флюидного экстракто-
ра SFT-110XW, Supercritical Fluid Technologies,  Inc., 
США). Результаты анализа свидетельствуют о практи-
чески полном связывании мономеров при полимери-
зации (табл. 1). Степень отверждения составила 100.0, 
99.4, 98.0% для РРС-1, РРС-2 и РРС-3 соответственно.

Приведенные результаты золь-гель анализа свиде-
тельствуют о том, что спейсер в структуре исходного 
соединения практически не ограничивает конверсию 
олигоэфир(мет)акрилатного фрагмента в  простран-
ственно-сшитый материал.
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Исследование влияния спейсера и его строения 
на  свойства отвержденных полимеров, проводи-
ли при динамическом нагружении в  соответствии 
с  ГОСТ  Р  57916-20172 с  применением метода 

2	 ГОСТ Р 57916-2017 (ИСО 6721-5:1996). Национальный стандарт Российской Федерации. Пластмассы. Определение механических 
свойств при динамическом нагружении. Часть 5. Колебания при изгибе. Нерезонансный метод: дата введения 08.11.2017. Москва: 
Стандартинформ; 2017 г., 11 с. [GOST R 57916-2017 (ISO 6721-5:1996). National Standard of the Russian Federation. Plastics. Determination 
of dynamic mechanical properties. Part 5. Flexural vibration. Non-resonance method. Moscow: Standartinform; 2017 (in Russ.).]

ДМА на  приборе DMA  242  E Artemis (NETZSCH, 
Германия) в  условиях двуплечего изгиба, исполь-
зуя прилагаемые к прибору оснастки и мето- 
дики.

(а) (b)

(c)

Рис. 1. Структура: (a) РРС-1; (b) РРС-2; (c) РРС-3

Fig. 1. Structure of (a) РРС-1; (b) РРС-2; (c) РРС-3

Таблица 1. Результаты золь-гель анализа

Table 1. Sol–gel analysis results

Образцы
Samples

Содержание гель-фракции, мас. %
Gel fraction content, wt %

При 18°С
At 18℃

При 40°С
At 40℃

РРС-1 100.0 –

РРС-2 99.4 99.98

РРС-3 98.0 100.00

Примечание: соотношение РРС/BAPO  = 99.5  :  0.5  мас.  %.  
Условия: давление — 1300 psi, время — 3 ч.
Note: the ratio of  PPC/BAPO  = 99.5  : 0.5  wt  %. Conditions: 
pressure is 1300 psi, time is 3 h.

Рис. 2. Обобщенные структурные формулы РРС и исходных 
реагентов для их получения: (а) РРС-1, без спейсера;  
(b) РРС-2 и РРС-3, со спейсером разного строения

Fig. 2. Generalized structural chemical formulas  
and the starting reagents for their production: (a) РРС-1, without 
spacer; (b) РРС-2 and РРС-3, with the different spacer structure
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Динамический модуль упругости 
при изгибе (E′)

Динамический модуль упругости (E′) — модуль на-
коплений, представляет собой энергию, накаплива-
емую в  образце при синусоидально приложенной 
нагрузке. Согласно ГОСТ  Р  56801-20153 модуль 
упругости пропорционален максимальной энер-
гии, запасенной во  время цикла нагружения, и  яв-
ляется мерой жесткости вязкоупругого материала. 
Температурная зависимость изменения жесткости 
исследуемых отвержденных полимеров с различным 
строением спейсера и без них представлена на рис. 3. 
Обобщенные данные представлены в  табл.  2. 
Анализ приведенных данных позволяет сопоставить 
жесткость и степень структурирования полимерной 
матрицы [7, 8].
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Рис. 3. Температурная зависимость модуля упругости E′: 
(1) РРС-1; (2) РРС-2; (3) РРС-3; (4) РРС-4

Fig. 3. Temperature dependence of the modulus 
of elasticity E′: (1) РРС-1; (2) РРС-2; (3) РРС-3; (4) РРС-4

Модули упругости всех исследуемых материалов 
имеют три температурно-зависимых области:
•	 низкотемпературную  — область стекловидного 

состояния;
•	 температурную область переходного периода  — 

область быстрых релаксационных процессов 
в матрице полимера под действием приложенных 
нагрузок, показывающую, что материал находит-
ся в  переходном стеклообразном-вязкоупругом 
состоянии;

•	 высокотемпературную область  — плато высоко
эластического состояния материала.

3	 ГОСТ Р 56801-2015 (ИСО 6721-1:2011). Национальный стандарт Российской Федерации. Пластмассы. Определение механических 
свойств при динамическом нагружении. Часть 1. Общие принципы: дата введения 27.11.2015. Москва: Стандартинформ; 2016  г., 
19 с. [GOST R 56801-2015 (ISO 6721-1:2011). National Standard of the Russian Federation. Plastics. Determination of dynamic mechanical 
properties. Part 1. General principles. Moscow: Standartinform; 2016 (in Russ.).]

Таблица 2. Результаты ДМА-исследований 
структурированных образцов

Table 2. Results of dynamic mechanical analysis  
of structured samples

Параметр
Parameter

РРС-1 РРС-2 РРС-3 РРС-4

max ,E′  МПа 

maxE′ , МPa
4200 4120 3090 2000

minE′ , МПа

minE′ , МPа
88 12 30 9

minET , ℃ 140 70 140 120

Tg, ℃, maxE′ −5 −20 35 0.0

Еа, кДж/моль
Еа, kJ/mol

283.0 568.8 283.7 203.4

Примечание: E′ — динамический модуль упругости при изги-
бе; maxE′ ,  minE′  — максимальное и минимальное значение ди-
намического модуля упругости при изгибе; 

minET  — темпера-
тура при минимальном значении модуля упругости при 
изгибе; Tg, ℃,  maxE′  — температура стеклования определен-
ная при максимальной температуре динамического модуля 
упругости; Еа  — энергия активации вязкого течения.

Note: E′ is  the dynamic modulus of  elasticity under bending; 
maxE′ , minE′ is the maximum and minimum value of the dynamic 

modulus of  elasticity under bending; 
minET   is the temperature 

at the minimum value of the modulus of elasticity under bending; 
Tg, °C,  maxE′ is the glass transition temperature determined at the 
maximum temperature of the dynamic modulus of elasticity; Ea is 
the activation energy of the viscous flow.

Из представленных данных видно, что наиболь-
шей жесткостью (E′  =  4200  МПа) при температуре 
−25℃ обладает образец PPC-1, мономер которого 
не содержит спейсера в структуре. Образец РРС-2, со-
держащий алифатический спейсер (остаток продукта 
Э-181), характеризуется немного меньшим началь-
ным значением жесткости (E′ = 4120 МПа). Полимер 
РРС-3, содержащий спейсер ароматического строе-
ния (остаток эпоксида ЭД-20), обладает еще меньшей 
жесткостью (E′ = 3090 МПа). Значительно меньшим 
начальным значением жесткости (E′  =  2000  МПа) 
обладает отвержденный образец продукта (РРС-4) 
со  спейсером ароматического строения, в  котором 
одна из  четырех метакрилатных групп замещена 
аллильной. Эта группа характеризуется меньшей, 
по сравнению с метакрилатами, реакционной способ-
ностью и, вероятно, не полностью вступает в реакции 
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фотополимеризации, выступая в  роли «дефектной» 
группы, что, в конечном итоге, приводит к снижению 
плотности сшивок. Соединение РРС-4 (рис. 4) было 
синтезировано нами дополнительно в условиях, ана-
логичных получению РРС-1, PPC-2 и PPC-3, для вы-
явления эффекта «дефектообразования» в структуре 
сшитых полимеров.

Необходимо отметить значительные различия от-
клика свойств материалов на действие температуры 
(рис. 3). Образец без спейсера (кривая 1), вероятно, 
имеет однородную глобулярную надмолекулярную 
структуру, что определяет монотонное убывание зна-
чения динамического модуля упругости в диапазоне 
температур от −25 до +114℃. При этом отмечается 
незначительный перегиб в области 60℃, что, веро-
ятно, связано с  высвобождением межглобулярных 
связей отвержденного материала, мало отличающих-
ся структурой и химической природой сформирован-
ных химических связей внутри глобул.

Введение «мягкого» спейсера в  структуру поли-
мера PPC-2, состоящего из алифатического низкомо-
лекулярного звена с кислородом в его основной цепи 
(рис. 3, кривая 3), практически не сказывается на на-
чальном значении динамического модуля упругости 
по сравнению с образцом РРС-1 без спейсера (рис. 3, 
кривая 1). Однако при сравнительно небольшом по-
вышении температуры «мягкий» спейсер оказывает 
«пластифицирующее» действие, что проявляется 
в  достаточно активном и  значительном снижении 
показателя динамического модуля упругости образ-
ца PPC-2  без каких-либо наблюдаемых переходных 
явлений [9], как это наблюдается в других образцах 
(РРС-1, PPC-3, PPC-4).

Зависимость динамического модуля упругости 
от  температуры полимера, содержащего объемный 

«жесткий» ароматический спейсер (РРС-3) — оста-
ток от  эпоксидной смолы  ЭД-20, имеет явно выра-
женный перегиб в  области 40℃ (рис.  3, кривая  2), 
что можно объяснить увеличением подвижности 
глобул сформированной матрицы сшитого полимера, 
связанных между собой спейсером ароматической 
структуры. Соответственно, значение E′ полимерной 
матрицы РРС-3  при температурах от  −25  до +40℃ 
определяется совместным влиянием структуры спей-
сера и  сшитой глобулярной структуры полимера. 
Выше указанной температуры эффект присутствия 
спейсера увеличивается, что выражается значитель-
ным снижением E′ по сравнению с показателем по-
лимера РРС-1 без спейсера.

Замена одного из  четырех метакрилатных фраг-
ментов на  менее реакционноспособный аллильный 
(рис.  4, выделено пунктиром) значительно влияет 
на упругие свойства полимерной матрицы при низ-
ких, от  −30  до +20℃, температурах. Этот эффект 
определяется меньшей конверсией аллильных групп 
при их полимеризации, что подтверждается расчета-
ми плотности сшивок, приведенных ниже (табл. 4). 
Введение менее реакционноспособной группы при-
водит к  снижению жесткости глобул и, как след-
ствие, уменьшает начальные значения модуля упру-
гости до 2000 МПа при −25℃, смещая характерное 
для РРС-3 переходное состояние в область 0℃.

Высказанное предположение подтверждается 
значениями энергии активации  Ea вязкого течения 
полимеров, определенных по результатам ДМА ис-
следований (табл.  2). РРС-1  и РРС-3  имеют прак-
тически одинаковые значения энергий активации 
(283.0  и 283.7  кДж/моль соответственно). Энергия 
активации вязкого течения РРС-2 практически вдвое 
превышает аналогичные показатели РРС-1 и РРС-3, 

Рис. 4. Структура РРС-4

Fig. 4. Structure of РРС-4
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что, вероятно, можно объяснить гибкостью спейсе-
ра, содержащего «шарнирный» кислород в основной 
цепи и полярный заместитель в боковой цепи [10].

Для полимера РРС-4 наблюдается снижение энер-
гии активации с  283.7  до 203.4  кДж/моль, что сви-
детельствует о  значительном снижении плотности 
упаковки глобул получаемого материала. Это нашло 
свое подтверждение при расчетах общей плотности 
сшивок отвержденных полимеров (табл. 4).

Динамический модуль потерь (E″)

Динамический модуль потерь (E″) представляет со-
бой энергию, рассеиваемую в виде тепла за цикл ис-
пытания, и определяется площадью под кривой тем-
пературной зависимости (рис.  5)  [11]. По  сути, это 
характеристика механизма рассеянной релаксации.
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Рис. 5. Температурная зависимость динамического модуля 
потерь E″: (1) РРС-1; (2) РРС-2; (3) РРС-3; (4) РРС-4

Fig. 5. Temperature dependence of the dynamic loss 
modulus E″: (1) РРС-1; (2) РРС-2; (3) РРС-3; (4) РРС-4

Исследуемая температурная зависимость модуля 
потерь образцов с  различными по  строению спей-
серами, содержащимися в  исходных продуктах, со-
храняет тенденцию изменения жесткости, рассмо-
тренную выше. В табл. 3 представлены обобщенные 
данные результатов исследований.

Таблица 3. Сводные данные по модулю потерь

Table 3. Summary data by loss modulus

Параметр
Parameter

РРС-1 РРС-2 РРС-3 РРС-4

maxE′′ , МПа

maxE′′ , MPа 
195 340 208 222

Tg, ℃, maxE′′ 69 −12 60 17

Из графических и табличных данных видно ока-
зываемое влияние спейсера в  полимерной матрице 
на значение модуля потерь и изменение температуры 
его максимума, характеризующие структурные изме-
нения полимера.

Полученные результаты указывают на то, что ми-
нимальной диссипацией энергии нагружения обла-
дает не имеющий спейсера полимер РРС-1, характе-
ризуемый высокой плотностью упаковки полимерных 
цепей метакрилатного фрагмента. Сравнительно 
мало отличающимся значением  maxE′′  обладают по-
лимеры, имеющие объемный ароматический спейсер 
(РРС-3 и PPC-4). Присутствие алифатического спей-
сера в РРС-2 значительно увеличивает величину рас-
сеивания энергии нагружения при изгибе 
(E′′  =  340  МПа) при достаточно низких температу-
рах, характеризуемых фазовым переходом при мень-
ших температурах (Tg  =  −12℃), вероятно, за  счет 
«пластифицирующего» эффекта подвижного алифа-
тического спейсера.

Необходимо отметить, что форма температурной 
зависимости модуля потерь образцов со  спейсера-
ми значительно отличается от  формы температур-
ной зависимости модуля потерь образца сравнения. 
Зависимость модуля потерь РРС-1  имеет вид боль-
шого гало в  широком интервале температур. Такое 
поведение материала можно объяснить набором 
структур, обладающих широким спектром молеку-
лярно-массового распределения глобул полимера, 
а также близкими значениями напряженных межгло-
булярных и внутриглобулярных химических связей, 
сравнимых по природе и прочности.

Введение малореакционноспособной аллиль-
ной группы (РРС-4) оказывает значительное влия-
ние на свойства материала. Снижается температура 
максимума модуля потерь с 60 до 17℃ и увеличи-
вается значение E′′ с 208 до 222 МПа по сравнению 
с РРС-3.

Таким образом, введение спейсеров в  структуру 
олигомеров оказывает значительное влияние на мо-
дуль потерь. Глобулы полимера без спейсера обла-
дают малой подвижностью и, соответственно, малой 
склонностью к диссипации энергии от приложенной 
нагрузки, что в  конечном итоге должно придавать 
хрупкость материалу. Наличие алифатического спей-
сера, вероятно, выступающего в  качестве «мягкой» 
сшивки между образующимися высокомолекуляр-
ными глобулами, значительно увеличивает модуль 
потерь за  счет «пластифицирующего» эффекта. 
Наличие «жесткого» ароматического спейсера незна-
чительно влияет на величину показателя и при этом 
ограничивает область температур его максимума, 
что можно объяснить меньшими значениями моле-
кулярно-массового распределения связанных между 
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собой глобулярных структур, ограниченных разме-
ром молекулы мономера.

Демпфирующий фактор (tgδf)

Величина значений коэффициента демпфирова-
ния  tgδf (демпфирующий фактор) является пока-
зателем взаимосвязи между образовавшимися по-
лимерными фазами материала. Взаимодействие, 
адгезия (проникновение) между фазами, в том чис-
ле и  их совместимость, а  также влияние способа 
отверждения композитного материала, могут опре-
деляться температурными зависимостями показате-
ля, а его максимум позволяет определить темпера-
туру  (Tg) перехода материала в  вязкопластическое 
состояние [12].

На рис.  6  показаны температурные зависимости 
коэффициента демпфирования  tgδf. Из  представ-
ленных данных видно, что tgδf принимает бόльшие 
значения с  повышением температуры и  достигает 
максимума в области фазового перехода в вязко-эла-
стическое состояние.
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Рис. 6. Температурная зависимость tgδf 
структурированных фосфор(III)-содержащих олигомеров: 
(1) РРС-1; (2) РРС-2; (3) РРС-3; (4) РРС-4

Fig. 6. Temperature dependence of tgδf structured  
phosphorus-containing oligomers: (1) РРС-1; (2) РРС-2; 
(3) РРС-3; (4) РРС-4

Отмечено, что tgδf имеет меньшие значения при 
температурах ниже Tg  для всех образцов, посколь-
ку сегменты цепи отвержденного материала нахо-
дятся не в лабильном, а малоподвижном состоянии. 
По  мере увеличения температуры сегменты цепи, 
при сохранении общей структуры, становятся более 
подвижными, что приводит к увеличению значений 
показателя. Чем выше экстремальное значение tgδf, 
тем выше степень молекулярной подвижности [12].

Сопоставляя максимальные значения tgδf ис-
следованных образцов отвержденных полимеров 

на основе РРС-1 (0.376) и РРС-3 (0.381) можно сде-
лать предположение о практически равной их моле-
кулярной подвижности и относительно близких зна-
чениях температур фазового перехода (127  и  114℃ 
соответственно). Учитывая строение соединений, 
можно констатировать, что ароматический спейсер 
малоподвижен в  полимерных структурах, придает 
им  жесткость, ограничивая подвижность глобуляр-
ных сегментов [13].

Температурная зависимость коэффициента 
демпфирования РРС-4, характеризующегося мень-
шей плотностью сшивок (рис. 6), имеет максималь-
ное по  сравнению с  остальными значение показа-
теля (0.6), проявляемое при температуре 50℃, что 
на 77 и 65℃ ниже аналогичного показателя образ-
цов РРС-1 и РРС-3 соответственно. Это объясняет-
ся меньшей плотностью внутриглобулярных сши-
вок РРС-4. 

Расчет плотности сшивок  [14,  15] проводили 
по формуле (1):

r

r3
E

v
R T
′

=
⋅ ⋅

,� (1)

где ν — плотность сшивки, моль/м3; rE′  — значение 
динамического модуля упругости при изгибе E′ при 
Tg + 30°C, Дж, индекс r означает rubbery region — ка-
учукоподобное (эластичное) состояние/область; 
Tr  — абсолютная температура, соответствующая 
Tg  +  30°C; R  — универсальная газовая постоян-
ная, Дж/(К·моль). Результаты расчета общей плотно-
сти сшивок представлены в табл. 4.

Таблица 4. Сводные данные по демпфирующему фактору

Table 4. Summary data on the damping factor

Параметр
Parameter

РРС-1 РРС-2 РРС-3 РРС-4

tgδf max 0.38 0.26 0.38 0.60

Tg, ℃, tgδf 127 60 114 50

ν, моль/м3

ν, mol/m3 15473 10129 8018 4510

Температурная зависимость коэффициента демп-
фирования РРС-2  имеет достаточно размытое гало 
в широком диапазоне температур (от −30 до +140℃), 
при этом практически не меняется при температурах 
от  20  до 110℃, имея незначительно выраженный 
максимум в области 60℃. Это свидетельствует о вы-
соких вязкопластических свойствах полимера, кото-
рые должны обеспечивать большие значения сопро-
тивления ударным нагрузкам, что подтвердилось при 
дальнейших исследованиях (рис. 7).
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Рис. 7. Диаграммы Коула–Коула УФ-отвержденных 
композитов: (1) РРС-1; (2) РРС-2; (3) РРС-3; (4) РРС-4

Fig. 7. Cole–Cole diagrams of UV-cured composites:  
(1) РРС-1; (2) РРС-2; (3) РРС-3; (4) РРС-4

Диаграмма Коула–Коула

На рис. 7 представлен график Коула–Коула, который 
представляет собой инструмент для изучения струк-
турных изменений, происходящих в  сшитых поли-
мерах, и имеет значение при сопоставлении влияния 
спейсера на вязкоупругие свойства полимерных ма-
териалов [16], в конечном счете определяющих фи-
зико-механические свойства. График Коула–Коула 
строится в  координатах изменения модуля потерь 
от  модуля упругости, а  его полукруглый характер 
может характеризовать степень сбалансированно-
сти свойств сшитого полимерного композита  [17]. 
Несовершенство полукруглой формы указывает 
на  неоднородность структуры сформированного 
материала. С  другой стороны, близость формы за-
висимости к  идеальному сектору окружности сви-
детельствует о  сбалансированности составляющих 
полимерную матрицу структур [14] в широком тем-
пературном интервале. Обобщенные данные приве-
дены в табл. 5.

Из представленных графических данных видно, 
что форма зависимости модуля потерь от  модуля 
упругости полимера, не  содержащего спейсера, да-
лека от формы идеального сектора окружности, и ее 
максимум смещен в область больших значений мо-
дуля упругости (рис. 7, кривая 1). Введение спейсера 
различной структуры приводит диаграмму Коула–
Коула к  более совершенному виду (кривые  2  и  3), 
смещая максимум модуля потерь в область меньших 
значений модуля упругости, близких к  его средне-
му значению. Поскольку диаграмма характеризует 
взаимодействие структур сформированного сшито-
го полимера, можно сказать, что введение спейсе-
ра приводит к  формированию более совершенной 
структуры  [18] и, следовательно, должно привести 
к  улучшению физико-механических свойств, в  том 
числе, сопротивлению ударным нагрузкам. Это 

предположение получило свое подтверждение при 
дальнейших сопоставительных испытаниях иссле-
дуемых материалов (см. ниже).

Таблица 5. Сводные данные, полученные из диаграммы 
Коула–Коула

Table 5. Summary data obtained from the Cole–Cole diagram

Параметр
Parameter

РРС-1 РРС-2 РРС-3 РРС-4

maxE′′  (диаграмма 
Коула–Коула), МПа

maxE′′  (Colе–Colе), MPa
206 344 214 252

E′  при maxE′′  (диаграмма 
Коула–Коула), МПа
E′ at  maxE′′  (Colе–Colе), MPa

3056 1612 1943 1125

1
max2 E′ , МПа 

1
max2 E′ , MPa

2100 2060 1545 1000

Замена одной метакрилатной группы на сравни-
тельно менее реакционноспособную к  полимери-
зации в  исследуемых условиях  — аллильную  [19], 
приводит к  значительному изменению диаграммы 
Коула–Коула (рис. 7, кривая 4) и снижению характери-
стических показателей (табл. 5). Форма кривой 4 от-
клоняется в сторону менее совершенной по сравне-
нию с аналогами РРС-2 и PPC-3 (кривые 2 и 3), при 
этом максимум модуля потерь снижается и смещает-
ся в  область меньших значений модуля упругости. 
Это свидетельствует об  увеличении «дефектности» 
структуры сформированной полимерной матрицы 
сшитого материала при введении в олигомер менее 
реакционноспособной аллильной группы.

Обобщая вышесказанное и  сопоставляя резуль-
таты проведенных ДМА исследований, можно ска-
зать, что введение спейсера в структуру олигомера 
значительно сказывается на  упруго-эластических 
свойствах отвержденных полимеров. Введение али-
фатического спейсера приводит к  формированию 
материала с  повышенными эластическими свой-
ствами, не изменяя значений модуля упругости при 
низких значениях температур, однако обеспечивает 
бόльшую глобулярную подвижность отвержденно-
го материала. Введение ароматического спейсера 
приводит к  снижению модуля упругости при срав-
нительно низких температурах, сохраняя жесткость 
отвержденного полимера при более высоких тем-
пературах. И в том, и в другом случае формируется 
более сбалансированная структура отвержденного 
полимера.

Введение малореакционноспособных функциональ
ных групп значительно влияет на  надмолекулярное  
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строение материала и, как следствие, на  физико-
механические свойства сформированной сшитой ма-
трицы отвержденного полимера.

Полученные результаты указывают на то, что ис-
пользование спейсеров в  структурах отверждаемых 
соединений позволяют целенаправленно создавать 
материалы с  заранее заданными вязко-эластически-
ми свойствами, что особенно актуально для хрупких 
фосфорсодержащих материалов.

Влияние спейсера и его структуры 
на физико-механические свойства, 
теплостойкость и сопротивление 
действию огня

С целью сопоставления результатов ДМА с физико-
механическими свойствами полимеров, полученных 
в присутствии инициаторов УФ-отвержденных мате-
риалов на основе РРС-1, РРС-2 и РРС-3, исследовали 
их  прочность при статическом изгибе, сопротивле-
ние ударным нагрузкам, теплостойкость и огнестой-
кость. Кроме этого, были получены модели разложе-
ния РРС-1, PPC-2, PPC-3 и кинетические параметры 
протекающих реакций макростадий. Результаты про-
веденных исследований представлены на рис. 8–10 и 
табл. 6–10.

Результаты испытаний ударной вязкости

Исследование влияния спейсера в структуре олигоме-
ров на сопротивление ударным нагрузкам полимеров 
на их основе проводили по методу Изода с надрезом 
в соответствии с ГОСТ 19109-2017 (ISO 180:2000)4.

Полученные значения ударной вязкости (рис.  8) 
полностью согласуются с результатами проведенных 
ДМА исследований.
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Рис. 8. Ударная вязкость РРС-1, PPC-2, PPC-3

Fig. 8. Impact strength РРС-1, PPC-2, and PPC-3

4	 ГОСТ 19109-2017 (ISO 80:2000). Межгосударственный стандарт. Пластмассы. Метод определения ударной вязкости по Изоду. М.: 
Стандартинформ, 2018 г. [GOST 19109-2017 (ISO 180:2000). Interstate Standard. Plastics. Method for determination of Izod impact strength. 
Moscow: Standartinform; 2018 (in Russ.).]

Из представленных данных видно, что отверж-
денный полимер, содержащий «мягкий» алифати-
ческий спейсер (РРС-2), характеризуется большими 
значениями сопротивления ударным нагрузкам, чем 
образец, содержащий «жесткий» спейсер — остаток 
эпоксидной смолы ЭД-20 (РРС-3), что вероятно свя-
зано с большей диссипацией энергии удара подвиж-
ной частью спейсера.

Введение спейсеров в  структуру олигомеров 
в 2.5–3 раза повышает ударную вязкость отвержден-
ных полимеров, причем «мягкий» спейсер оказыва-
ет большее влияние. Этот факт хорошо согласуется 
с  полученными результатами ДМА исследований, 
представленными выше.

Значения модуля упругости, определенного при 
исследовании сопротивления материалов статиче-
скому изгибу, показали соответствие исследованиям 
ДМА (табл. 6) при условии учета соответствия темпе-
ратуры проведения физико-механических испытаний.

Таблица 6. Сопротивление изгибающему нагружению

Table 6. Resistance to bending stress

Параметр
Parameter

РРС-1 РРС-2 РРС-3

E, ГПа
E, GPа

2.57 0.49 1.92

dl при разрушении, %
dl at fracture, %

2.6 8.4 2.4

Fразруш., МПа
Fbreak., МPа

60 29.5 40.5

Примечание: E — модуль Юнга; dl — удлинение при разру-
шении, %; Fразруш. — нагружение при разрушении, МПа.

Note: E  is Young’s modulus; dl  is elongation at  fracture,  %; 
Fbreak is breaking load, MPa.

РРС-1 характеризуется максимальным значением 
модуля Юнга E  при изгибе (2.57  ГПа) и  разруша-
ется при значительно больших приложенных уси-
лиях (60  МПа) при наименьшем значении прогиба 
(2.6%). Введение «мягкого» спейсера (РРС-2) при-
водит к снижению модуля Юнга до 0.45 ГПа (более 
чем в 5.5 раз), снижению разрушающего нагружения 
до 29.5 МПа; при этом более чем в 3 раза (8.4%) уве-
личивается прогиб при разрушении. Введение «жест-
кого» спейсера в структуру материала (РРС-3) сопро-
вождается снижением его модуля Юнга до 1.92 ГПа 
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при 30%-ном снижении напряжения разрушения 
и при повышенных значениях прогиба (3.4%).

Полученные результаты показывают, что вве-
дение спейсеров значительно увеличивают пла-
стические свойства отвержденных материалов. 
Термопластические свойства полимеров, определен-
ные по методу Вика по ГОСТ 15088-20145 (табл. 7), 
также свидетельствуют о повышении вязкопластиче-
ских свойств отвержденных образцов, содержащих 
спейсер в структуре олигомера. Увеличение нагрузки 
практически не  изменяет температуру размягчения 
РРС-1, в то время как имеет место понижение тем-
ператур размягчения при увеличении нагрузки для 
образцов со спейсером (РРС-2 и РРС-3).

Таблица 7. Теплостойкость по Вика

Table 7. Vicat softening temperature

Условия испытания
Test conditions

РРС-1 РРС-2 РРС-3

Температура размягчения, °С
Softening point, °С

Нагрузка 10Н
Load 10Н

231
242 (0.5 мм)*
242 (0.5 mm)*

243

Нагрузка 50Н
Load 50Н

228 170 121

* �Погружение индентора на 0.5 мм в образец при температуре 
242℃.

* �Immersion of the indenter 0.5 mm into the sample at a temperature 
of 242°C.

Полученные результаты свидетельствуют о  том, 
что введение спейсера в структуру олигомера, позво-
ляет получить полимерный материал с повышенны-
ми вязкопластическими свойствами, что не характер-
но для фосфорсодержащих полимерных материалов 
и обычно является ограничением их использования 
в компаундах.

Термическая устойчивость

Учитывая, что фосфорсодержащие олигоэфир(мет)
акрилаты должны обладать пониженной горючестью, 
то  представляет интерес оценить влияние спейсера 
на термостабильность и горючесть полимеров.

Термическую устойчивость отвержденных об-
разцов оценивали с  применением дериватографа 
Q-1500  D системы Паулик–Паулик–Эрдей (МОМ, 
Венгрия). Результаты исследований представлены 
на рис. 9 и в табл. 8. Видно, что образцы отличаются 

5	 ГОСТ 15088-2014 (ISO 306:2004). Межгосударственный стандарт. Пластмассы. Метод определения температуры размягчения термо-
пластов по Вика. Введен 2015-01-01. М.: Стандартинформ, 2014 г., 15 с. [GOST 15088-2014. Interstate Standard. Plastics. Thermoplastic 
materials. Determination of Vicat softening temperature (VST). Moscow: Standartinform; 2014 (in Russ.).]

термостойкостью, динамикой процесса деструк-
ции и  количеством коксового остатка при 400℃. 
Присутствие алифатического спейсера в  образце 
РРС-2  незначительно снижает температуру начала 
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Рис. 9. Дериватограммы отвержденных материалов: 
(а) РРС-1; (b) РРС-2; (c) РРС-3. Скорость нагрева 
10℃/мин. DTA — дифференциальный термический 
анализ, ℃; TG — термогравиметрия, мг;  
DTG — деривативная термогравиметрия, мг/мин

Fig. 9. Derivatograms of cured materials: (a) РРС-1;  
(b) РРС-2; (c) РРС-3. Heating rate 10℃/min.  
DTA — differential thermal analysis, ℃;  
TG — thermogravimetry, mg; DTG — derivative 
thermogravimetry, mg/min
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разложения материала (~140℃) по  сравнению 
с РРС-1 (~145℃). Введение ароматического спейсе-
ра в структуру олигомера (РРС-3) повышает темпе-
ратуру начала разложения до ~190℃, что свидетель-
ствует о повышении его термостойкости.

Отмечается, что термодеструкция полимеров 
РРС-1  и РРС-2  протекает по  близким механизмам. 
Об этом свидетельствуют сходные по динамике про-
цессы, протекающие на первых стадиях деструкции 
материалов, с инициированием процесса при темпе-
ратурах 140–150℃. Аналогичная стадия для образца 
РРС-3  начинается только при 160℃. При этом пик 
максимума распада наступает при 320℃, тогда как 
для образцов РРС-1 и РРС-2 это происходит в районе 
260℃. Наблюдаемый факт свидетельствует об  уве-
личении термостабильности полимера при введении 
в него спейсера ароматического строения.

Необходимо отметить, что термодеструкция по-
лимера РРС-3 характеризуется одной ступенью, без 
формирования промежуточных полупродуктов, что, 
вероятно, происходит за  счет более термостабиль-
ного ароматического спейсера. О  большей термо-
стойкости РРС-3 также свидетельствует количество 
коксового остатка, сформированного при температу-
ре 400℃ и составляющего 44% от начальной массы. 
Для образцов РРС-1  и РРС-2  этот показатель соот-
ветствует 29 и 34 мас. %.

Исследование процессов термического раз-
ложения РРС-1, PPC-2, PPC-3  при температурах 
до  800℃ проводили по  данным термогравиме-
трического анализа с  использованием программы 
Reaxfire/gpyro, (2023)6 в рамках модели разложения 
с  последующим выходом продуктов разложения 
в  газовую фазу (испарение/сублимация). Схема мо-
дели разложения РРС и  кинетические параметры 

6	 Обобщенная модель пиролиза горючих твердых веществ. URL: https://github.com/reaxfire/gpyro. Дата обращения 07.07.2024  г. 
[Generalized model of pyrolysis of combustible solids. URL: https://github.com/reaxfire/gpyro. Accessed July 07, 2024.]

протекающих реакций макростадий представлены 
в табл. 9. В модели были рассмотрены четыре (для 
РРС-1 и РРС-2) и три (для РРС-3) последовательные 
реакции (макростадии) термического разложения 
псевдокомпонента (в  табл. 9 они обозначены a-, b-, 
c-liquid) с  образованием новых псевдокомпонентов 
без их идентификации. В данной модели под «liquid» 
может пониматься твердое состояние псевдокомпо-
нента, который расходуется без образования жидкого 
слоя (сублимация). На рис. 10 показан характер ос-
новных пиков скоростей реакции второй и  третьей 
стадий разложения РРС  — острый пик и  резкий 
фронт прекращения реакции.

Результаты моделирования удовлетворительно 
описывают экспериментальные данные, представ-
ленные на  рис.  10. Скорость реакции представлена 
в виде:

( )1 nda k a
dt

= ⋅ - , � (2)

где а — доля образовавшегося продукта; n — порядок 
реакции; константа скорости реакции k представлена 
в  Арениусовском виде ( )aexp /k A E RT= ⋅ -  (А  — 
предэкспонент, Еа — энергия активации реакции).

Когда показатель реакции дробный (n  =  0–1), 
то  из формулы  (2) видно, что проходят реакции, 
слабо зависящие от концентрации. Примером явля-
ется термическое разложение минералов  [20]. При 
n = 0 происходит испарение, а при n = 1 — реакция 
с участием одного компонента. Когда n > 1, идут ре-
акции с  участием нескольких компонентов, что ча-
сто наблюдается при термическом разложении по-
лимеров  [21]. Кинетические параметры для первой 
стадии разложения РРС-1  и РРС-3, протекающие 
с  низкой скоростью, не  были определены. Первая 

Таблица 8. Результаты дериватографических исследований

Table 8. Results of derivatographic studies

Образец
Samples

Тнач, ℃
Тinitial, ℃

Т5, ℃ Т10, ℃ Т50, ℃
Кокс при 400℃, мас. %

Coke at 400℃, wt %

РРС-1 150 200 236 305 29

РРС-2 140 207 248 300 34

РРС-3 190 249 289 330 44

Примечание: Тнач — температура начала разрушения; Т5 — температура 5% потери массы; Т10 — температура 10% потери массы; 
Т50 — температура 50% потери массы.
Note: Tinitial is the temperature of the beginning of destruction; T5 is the temperature of 5% mass loss; T10 is the temperature of 10% mass loss; 
T50 is the temperature of 50% mass loss.

https://github.com/reaxfire/gpyro
https://github.com/reaxfire/gpyro
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стадия, согласно предложенной модели, связана с из-
менением фазы вещества и небольшим выходом газа 
(потерей массы). Можно предположить, что первая 
стадия связана с  переходом полимера из  твердого 
состояния в  размягченное, при котором идет про-
цесс поверхностной деструкции межглобулярной 
области. В  случае РРС-1  и РРС-2  вторая и  третья 
стадии характеризуются значительной потерей мас-
сы (60 мас. %). В рамках предложенной модели, ве-
роятней всего, это связано с разложением полимера 
и  образованием мономера (например, метилмета
крилата), который выходит в  газовую фазу без раз-
ложения (испарением), и  частичным разложением 
спейсера. Такое предположение основано на низких 
значениях показателя степени реакции для РРС-1 и 
РРС-2 (0.32–0.65). В случае РРС-3 во второй стадии 
n = 0.03 очень близок к нулю, т.е. основным процес-
сом потери массы является испарение.

Полученные кинетические данные могут быть 
использованы для создания модели горения исследо-
ванных образцов.

Определение горючести отвержденных 
фосфор(III)-содержащих полимеров

Кривые термического разложения РРС-1  и РРС-2 
(рис.  10), показывающие выход горючих продуктов 
в газовую фазу и процесс распространения пламени, 
близки друг к другу и не должны влиять на значения 
кислородного индекса  (КИ). Однако при примерно 
одинаковом содержании фосфора содержание хлора 
в  РРС-1, который является галогеном и  выполняет 
роль антипирена, значительно больше (в 1.45 раза), 
чем в РРС-2, что для РРС-2 уменьшает КИ с 28 до 
24  единиц. Количество фосфора и хлора в полиме-
рах РРС-2 и РРС-3 очень близко, однако КИ РРС-3 
на 3  единицы больше, чем КИ  РРС-2, что можно 

Таблица 9. Схема модели разложения РРС-1, PPC-2, PPC-3 и кинетические параметры протекающих реакций макростадий

Table 9. Scheme of the polymer degradation model of PPС-1, PPC-2, PPC-3 and kinetic parameters of the proceeding reactions 
of macrostages

Реакция
Reaction

A, 1/с
A, 1/s

Ea, кДж/моль
Ea, kJ/mol

n
Комментарий

Comment

Диапазон 
T, ℃

Range T, ℃
PPC-1

РРС-1 → a-liquid – – –
Смена фазы
Phase change

~140–300

a-liquid → 0.84 b-liquid + gaz 6·1012 156 0.32
Пиролиз и испарение

Pyrolysis and evaporation
215–290

b-liquid → 0.29 c-liquid + gaz 1·1013 168 0.42
Пиролиз и испарение

Pyrolysis and evaporation
240–325

c-liquid → 0.1 a-char + gaz 1·102 75 1.1
Разложение
Degradation

330–685

PPC-2

РРС-2 → 0.98 a-liquid + gaz 5·106 77.7 2.96
Смена фазы
Phase change

120–300

a-liquid → 0.82 b-liquid + gaz 1·1013 155 0.3
Пиролиз и испарение

Pyrolysis and evaporation
217–275

b-liquid → 0.23 c-liquid + gaz 1·1015 186 0.65
Пиролиз и испарение

Pyrolysis and evaporation
250–315

c-liquid → 0.1 char + gaz – – –
Разложение
Degradation

~400–600

PPC-3

РРС-3 → a-liquid – – –
Смена фазы
Phase change

~150–250

a-liquid → 0.44 a-char + gaz 5·108 124 0.03
Испарение
Evaporation

250–325

a-char →0.1 b-char + gaz 8.6·104 115 2.89
Разложение
Degradation

430–700
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7	 ГОСТ 21793-76. Государственный стандарт Союза  ССР. Пластмассы. Метод определения кислородного индекса (с  изменения-
ми № 1, 2). М.: Издательство стандартов, 1976 г. [GOST 21796-76. State Standard of the USSR. Plastics. Method for determination of the 
Oxygen Index. Moscow: Izdatelstvo standartov; 1976 (in Russ.).]

объяснить более высокой термостабильностью аро-
матического спейсера в  РРС-3  (температура макси-
мума разложения РРС-3 на 20℃ выше, чем у РРС-2) 
и меньшим количеством выделяющихся газов (оста-
ток газов больше при 400℃).

Горючесть сшитых полимеров оценивали мето-
дом определения КИ (ГОСТ 21793-767). Результаты 
представлены в табл. 10.

Таблица 10. Результаты исследований горючести 
фотоотвержденных полимеров

Table 10. Results of flammability studies of photocured polymers

Компоненты системы
System components

Мас. %
Wt %

КИ, %
Limiting 
oxygen 

index, %P Cl

РРС-1 BAPO 
(0.5%) 5.5 18.7 28.0

РРС-2 BAPO 
(0.5%) 5.7 12.9 24.0

РРС-3 BAPO 
(0.5%) 5.2 11.8 27.0

Из представленных данных видно, что макси-
мальным значением КИ обладает полимер без спей-
сера. Образцы со спейсерами имеют незначительно 
меньшие значения КИ.

Таким образом, установлено, что введение спей-
сера в структуру олигомера оказывает значительное 
влияние на  протекание термодеструкции отверж-
денных полимеров. Введение в  структуру олигоме-
ра ароматического спейсера значительно повышает 
термостойкость полимеров. Наличие алифатическо-
го спейсера в  структуре олигомера снижает темпе-
ратуру начала разложения материала, но  приводит 
к  увеличению коксового остатка в  конечном итоге 
по сравнению с полимером РРС-1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ДМА установлено, что введение алифатического 
спейсера сопровождается снижением температу-
ры стеклования полимеров c −5 до −20℃, введение 
ароматического спейсера увеличивает температу-
ру стеклования полимера до  35℃. Алифатический 
спейсер снижает температуру перехода в вязко-эла-
стическое состояние на  67℃, а  ароматический  — 
на  13℃. Ударная вязкость образцов со  спейсерами 
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Рис. 10. Сравнение данных эксперимента и моделирования 
скорости термического разложения:  
(a) РРС-1; (b) РРС-2; (c) РРС-3

Fig. 10. Comparison of experimental data and simulation 
of thermal degradation kinetics:  
(a) РРС-1; (b) РРС-2; (c) РРС-3
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в  структуре в  2.5–3  раза выше ударной вязкости 
образца сравнения без спейсера. Наиболее сбалан-
сированными свойствами, определенными по  диа-
граммам Коула–Коула, обладают полимеры с алифа-
тическим спейсером.

Дериватографическими исследованиями установ-
лено, что алифатический спейсер в  структуре РРС 
повышает температуру потери 5% массы на  7℃, 
а  ароматический  — на  49℃, увеличивая коксо-
вый остаток с 29 до 34 и 44 мас. % соответственно. 
КИ полимеров, содержащих ароматический спейсер, 
равен 27, а алифатический — 24.

Таким образом, установлено, что введение 
спейсеров в  структуру фосфорсодержащих поли-
меризационноспособных олигомеров обеспечи-
вает возможность получения полимеров с  пони-
женной горючестью, обладающих повышенными 
вязко-эластическими характеристиками, обеспечи-
вающими высокое сопротивление ударным нагруз-
кам.
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Abstract
Objectives. The aim of this work is to investigate rapid surface treatment methods of nitrile butadiene rubber (NBR) using an elastomer 
composition based on fluoropolymer FKM-32 and fluoroplastic F32L. The article presents new methods for enhancing the mechanical 
and wear properties of NBR by applying surface coatings.
Methods. Abrasion tests were conducted using an MI-2  tribometer; determination of the tensile strength properties of the samples 
was performed using a DVT GP UG 5 universal testing machine (Devotrans, Turkey). Hardness was ascertained using a Shore A type 
durometer. Samples were cut out on a pneumatic punching press GT-7016-AR (GOTECH Testing Machines Inc., Istanbul, Turkey). 
Microstructure and elemental composition studies were carried out using a Vega 3 scanning electron microscope (TESCAN, Brno, Czech 
Republic) equipped with an X-Act (Oxford Instruments, High Wycombe, United Kingdom) energy-dispersive analysis attachment.
Results. The immersion of NBR in a  10%  solution of poly(vinylidene fluoride-co-chlorotrifluoroethylene) (fluoroplast  F32L) in 
1,1,2-trifluoro-1,2,2-trichloroethane was found to result in the formation of a uniform fluoropolymer-based coating on the rubber surface. 
This coating results in a decrease in the abrasion value from 0.046 to 0.005 m3/TJ, corresponding to an increase in abrasion resistance. 
Furthermore, for rubbers coated by immersion in the fluoroplastic solution, the modulus at 100% and 300% strain increases by 86% and 
44%, respectively, while the tensile strength increases by 20%, and the hardness increases by 9 units compared to the as-obtained NBR.
Conclusions. Regardless of pre-soaking in methyl ethyl ketone, the wear resistance of the synthetic rubber is not increased by surface 
treatment with elastomeric composition based on fluororubber FKM-32 grade followed by thermostating. However, surface-modification 
of NBR using the M3 method demonstrates better tribological performance and mechanical performance than the untreated sample. 
A complex of enhanced properties of surface-modified NBR-M3 can be effected by the presence of halogen atoms on the surface layer 
of the rubber sample.
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Аннотация
Цели. Разработать новые методы повышения механических и износостойких свойств бутадиен-нитрильных каучуков (nitrile 
butadiene rubber, NBR) путем нанесения поверхностных покрытий и исследовать методы быстрой обработки поверхности NBR 
с использованием эластомерной композиции на основе фторполимера ФКМ-32 и фторопласта F32L.
Методы. Испытания на истирание проводили с помощью трибометра МИ-2, определение прочностных свойств образцов — 
с помощью универсальной испытательной машины DVT GP UG 5 (Devotrans, Турция), твердость — с помощью твердомера 
типа Шор А. Образцы были вырезаны на пневматическом штамповочном прессе GT-7016-AR (GOTECH Testing Machines Inc., 
Стамбул, Турция). Исследование микроструктуры и элементного состава проводили с помощью сканирующего электронно-
го микроскопа Vega 3 (TESCAN, Брно, Чехия), оснащенного энергодисперсионной аналитической приставкой X-Act (Oxford 
Instruments, Хай-Вайкомб, Великобритания).
Результаты. Установлено, что погружение NBR в  10%-ный раствор поливинилиденфторида-трифторхлорэтилена (фторо-
пласта F32L) в 1,1,2-трифтор-1,2,2-трихлорэтане приводит к образованию на поверхности резины равномерного покрытия на 
основе фторполимера и вызывает снижение величины абразивного износа (истираемость) с 0.046 до 0.005 м3/ТДж, что соответ-
ствует существенному повышению абразивной стойкости NBR. Для каучуков, покрытых погружением во фторопластовый рас-
твор, модуль упругости при 100 и 300%-ных деформациях увеличивается на 86 и 44% соответственно, в то время как прочность 
на растяжение увеличивается на 20%, а твердость увеличивается на 9 единиц по сравнению с полученным NBR.
Выводы. Обработка поверхности NBR эластомерным составом на основе фторкаучука марки ФКМ-32 с последующим термо-
статированием не позволяет снизить износостойкость резины независимо от предварительного замачивания в метилэтилкетоне. 
Модифицированный по поверхности NBR (методом М3) показывает лучшие трибологические и механические характеристики, 
чем необработанный образец. Наличие атомов галогенов на поверхностном слое образца отвечает за комплекс повышенных 
свойств поверхностно-модифицированного NBR-M3.

Ключевые слова
бутадиен-нитрильный каучук, фторполимер, фторопласт, износостойкость, 
механические свойства
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INTRODUCTION

In order to achieve the desired surface characteristics 
of rubber materials, various techniques have been 
developed. Of particular importance is surface 
modification, which can significantly change the 
material’s friction characteristics, permeability, thermal 
stability, and mechanical properties. Methods used for 
surface modification purposes include those aimed at 

improving wear resistance and mechanical properties of 
rubber materials. These include surface irradiation  [1], 
laser manipulation  [2], corona discharge  [3], plasma 
treatment including [4], photochemical modifications [5], 
and surface etching with an oxidation solution 
such as concentrated sulfuric acid and zirconium 
phosphate [6–8], as well as magnetron-sputtering [9, 10]. 
However, the mentioned technologies are typically 
complex and expensive. Therefore, the aim of the present 
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work is to explore a cost-effective and efficient approach 
to improving the tribological characteristics of rubber 
materials.

Surface halogenation effects are achieved on 
vulcanized rubber through chemical treatment using 
free halogen in organic solutions or the gaseous phase, 
and/or inorganic and organic halogenating agents. 
The foundation for priority research on polymer 
halogenation processes, including chlorination and 
fluorination of rubber surfaces, was established by 
studies conducted as far back as the 1960s. Significant 
contributions to the development of halogen-based 
modification of elastomers were made by researchers 
such as A.A.  Dontsov  [11], V.S.  Yurovsky  [12], 
Z.N. Nudelman [13–15], I.A. Tutorsky [16], and others. 
One method described involves chlorinating the surface 
of SBR using an organic liquid (1,3,5-trichloro-1,3,5-
triazinane-2,4,6-trione, TCICA) in ethyl acetate  [17]. 
Surface modification methods of rubber with halogen-
containing compounds also include surface treatment 
using aqueous chlorinating agents, such as HCl-acidified 
sodium hypochlorite solution in both aqueous and 
ethanol solutions [18], and organic chlorine salt (sodium 
dichloro-isocyanurate)  [19]. Here, poly(vinylidene 
fluoride-co-chlorotrifluoroethylene) (PVDF-CTFE) 
powder was used as a  friction-modifying additive for 
rubber matrices. The study  [20] describes a  developed 
approach to obtaining neoprene- and silicone-based 
elastomers with a  low coefficient of friction. The 
described rubbers were characterized by low physical 
and frictional properties due to poor compatibility 
of PVDF-CTFE powder. Recycled poly(vinylidene  
fluoride-co-chlorotrifluoroethylene) (r-PVDF-CTFE) was 
employed to prepare nitrile rubber (NBR)/r-PVDF-CTFE 
composites, characterized by increase in modulus at 
300% and 27.8% and decrease in swelling index. Direct 
fluorination by F2  has been employed to fluorinate 
a  broad range of polymer materials, improving the 
hydrophilicity, surface tension, friction coefficient, 
and scratch resistance of rubber materials by attaching 
fluorine elements onto the rubber surface, forming –CF, 
–CF2, or –CF3 groups  [21–26]. Direct fluorination can 
also lead to an increase in the crosslinking density of the 
fluoroelastomer film on the rubber surface. By increasing 
the contact angle it is possible to reduce wettability and 
surface tension while improving chemical resistance and 
adhesive properties of polymers. Direct fluorination can 
also be used to reduce the wear properties of rubbers 
over the course of repeated abrasion [27]. However, one 
of the main disadvantages of these methods is the high 
aggressiveness of the halogenation reagent, high labor 

1	  ASTM D 3184. Standard Test Methods for Rubber-Evaluation of NR (Natural Rubber) (Reapproved 2001).

input, undesirable presence of toxic byproducts, and 
complex technical design of the production process.

The present work sets out to enhance the wear 
resistance of synthetic rubber through surface 
modification with a  fluoropolymer-containing solution 
treatment. The developed technology is characterized by 
a reduction in production stages through the treatment of 
the rubber surface with a fluorine-containing compound, 
as well as the exclusion of aggressive fluorine-containing 
modifiers from the formulation.

MATERIALS AND METHODS

Materials. NBR (BNKS-18 grade, KZSK, Krasnoyarsk, 
Russia) was used as a  basic raw material. Synthetic 
butadiene-nitrile rubber is a  copolymer of acrylic acid 
nitrile (17‒20%) and 1,3-butadiene produced by emulsion 
polymerization at a temperature of 32°C. The main NBR 
characteristics and those of the rubber formulated based 
on NBR are presented in Tables 1 and 2.

Table 1. Properties of BNKS-18

Parameter Value

Appearance From light-yellow  
to dark-brown color

Mooney viscosity 40–70

Mass fraction of acrylonitrile, % 17–20

Glass transition temperature (Tg), °C –47 ... –50

Density, kg/m³ 943

Table 2. Formulation of studied samples in parts per hundred (phr) 
of rubber

Materials Compound, phr

Nitrile butadiene rubber (BNKS-18) 100

Zink oxide 3

Sulfur 1.50

Stearic acid 1

Carbon black (P-324) 40

N-tert-butyl-benzothiazole sulfonamide 0.70

Total 146.20

The rubber mixes were prepared according to 
ASTM D 31841 using a two-roll mill at a temperature of 
50°C. The vulcanization of rubber blends was conducted 
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at 170°C for 15 min. Table 2 sets out the parameters of 
the formulation used.

Fluoropolymer (FKM-32  grade, HaloPolymer, 
Kirovo-Chepetsk, Russia) is a copolymer of vinylidene 
fluoride and chlorotrifluoroethylene. Fluoroelastomers 
such as FKM-32  are distinguished by their ability to 
co-vulcanize with NBR due to the presence of active 
functional groups in their structure. This enables the 
formation of an integrated coating layer that is chemically 
and physically bonded to the rubber substrate, resulting 
in a unified material with enhanced surface mechanical 
properties. Unlike rigid polymer coatings, FKM-32  is 
characterized by significant elasticity. This elasticity 
allows the protective layer to maintain its integrity under 
repeated bending, stretching, and other mechanical 
stresses. FKM-32 is compatible with specific vulcanizing 
agents, such as p-quinone dioxime derivatives, which 
create crosslinks within the coating that not only enhance 
its mechanical strength, but also promote the formation of 
strong adhesive bonds with the rubber surface, improving 
the coating’s resistance to delamination and mechanical 
damage. The main properties of the fluoropolymer are as 
presented in Table 3.

Table 3. Properties of FKM-32

Parameter Value

Appearance
White crumb with individual 

semitransparent particles 
of the product

Mooney viscosity MB (4–4) 
160°С 70‒95

Thermal stability  
(mass loss at 270°С), wt %, 
no more than

0.15

Tg, °С –17

F content, wt % 54‒55

Cl content, wt % 14–16

This polymer was used in combination with the 
vulcanizing agent (quinol ester of p-quinone dioxime) 
and the dithiophosphate accelerator for application onto 
the surface of NBR rubber. The quinol ester of p-quinone 
dioxime (trade name EH-1 Minkar, Russia) appears in 
the form of a  powder having a  light-yellow to dark-
yellow color. The p-quinone dioxime derivative was 
used as a curing agent for fluoroelastomers (FKM) due to 
its effective promotion of the formation of a crosslinked 
structure, which enhances the adhesion of the coating 
to the substrate and improves its mechanical strength. 
EH-1 acts not only as a vulcanizing agent but also as an 
adhesion promoter for the coating to NBR, owing to its 

chemical reactivity and ability to form strong bonds with 
the substrate surface. The dithiophosphate accelerator 
(trade name Kvalaks C1, NPP Kvalitet, Moscow, Russia) 
is a transparent liquid ranging from yellow to brown in 
color with a zinc mass fraction of 8.8% and a kinematic 
viscosity at 100℃ of not less than 6  cSt. The final 
formulation of the composition based on fluoropolymer 
is presented in Table  4. Quinol ether was chosen as 
the vulcanizing agent, which is capable of structuring 
halogen-containing—in our case, fluorine-containing—
rubbers. Accelerator and the vulcanizing agent dissolve 
well in methyl ethyl ketone (MEK).

Table 4. Formulation of the composition based on fluoropolymer 
(FKM-32)

Materials Compound, phr

Fluoropolymer (FKM-32) 100

Dithiophosphate accelerator 2

The quinol ester of p-quinone dioxime 6

The elastomeric composition of this formulation 
(Table 4) is prepared as a 10% solution in methyl ethyl 
ketone. Rubbers based on NBR have a  high ability to 
swell in MEK, which in turn facilitates the penetration 
of fluoropolymer into the rubber sample structure for 
the purpose of creating a surface-modified layer of NBR 
rubber.

Poly(vinylidene fluoride-co-chlorotrifluoroethylene) 
(fluoroplast grade F32L, HaloPolymer, Kirovo-Chepetsk, 
Russia), representing a  copolymer of trifluorochloro
ethylene and vinylidene fluoride, is a  chemically 
resistant polymer that dissolves well in ketones, 
complex esters, Freon-113, and tetrahydrofuran. 
Fluoroplasts, including grade F-32L, are characterized 
by an extremely low coefficient of friction against steel, 
which allows for a  significant reduction in the surface 
friction of rubber coated with such materials. As a result, 
the wear resistance and durability of rubber products 
operating under conditions of friction, sliding, and 
abrasive stress are greatly improved. The copolymer 
based on vinylidene fluoride and chlorotrifluoroethylene 
exhibits excellent chemical resistance to aggressive 
environments, oils, solvents, and chemical agents. 
This material may be applied as a  surface coating to 
create a protective barrier that prevents the penetration 
of aggressive substances into the rubber bulk, thereby 
preserving its original performance characteristics. 
Fluoroplast F-32L also features relatively high hardness, 
resulting in the formation of a  rigid and wear-resistant 
surface layer on the rubber. This protects the softer NBR 
substrate from damage during contact with hard abrasive 
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surfaces, preserving its mechanical properties and 
extending the service life of the product. Being soluble in 
a number of organic solvents (e.g., 1,1,2-trifluoro-1,2,2-
trichloroethane), fluoroplast F-32L can penetrate into the 
rubber surface during application due to partial swelling 
of the elastomer. After solvent evaporation, a uniform, 
thin, and mechanically strong coating is formed, which is 
firmly bonded to the substrate at the molecular level, thus 
ensuring high resistance to delamination and mechanical 
stress. The main properties of the fluoropolymer are as 
presented in Table 5.

Table 5. Properties of fluoroplast F-32L

Parameter Value

Appearance Coarse-grained powder of white 
or slightly yellowish color

Density, kg/m3 1920–1950

Thermal stability  
(mass loss at 270°С 5h), 
wt %, no more than

0.1–1.0

Tg, °С 30

Coefficient of friction 
on steel 0.04

Brinell hardness, MPa 29–39

As a solvent for the fluoroplastic, 1,1,2-trifluoro-1,2,2-
trichloroethane (CFC-113) was used. This compound 
is highly volatile and is classified as a  low hazard 
(hazard class 4), meaning it does not necessitate specific 
protective measures for personnel due to its low toxicity. 
These attributes make it suitable for this application.

Modification. Various approaches have been proposed 
for improving the surface properties of NBR-based 
rubbers through the application of functional coatings. In 
the present study, samples of NBR rubber were prepared 
as dumbbell-shaped specimens (for tensile testing) 
and square-shaped specimens (for abrasion tests) were 
subjected to different types of surface treatments. The 
specific surface treatment methods applied to the rubber 
samples are summarized in Table 6. According to these 
methods, the developed compositions are intended to 
form a  uniform coating on the rubber surface, which 
creates a  stable surface layer after drying and thermal 
exposure. This coating is likely to reduce wear rates and 
the friction coefficient by reinforcing the surface without 
altering the bulk structure of the vulcanizate.

2	 GOST 426-77. Interstate Standard. Rubber. Method for determination of abrasion resistance under slipping. Moscow: IPK Izdatelstvo 
standartov; 1977.

Table 6. Specific surface treatment methods

Modification 
type Description of the modification method

M1

An elastomer composition of the following 
content: FKM-32, quinol ester of p-quinone 
dioxime and dithiophosphate accelerator 
(10 wt % solution in MEK) were applied to the 
rubber surface using a brush (Т = 25 ± 0.5°С). 
The total number of applied layers was 4,  
with 24 h of drying time between layers. 
The sample with the dried coating was 
thermostated at a temperature of 150°C 
for 10 min.

M2

Pretreatment of NBR rubber was conducted 
by immersing in MEK for 10 min. 
An elastomer composition of the following 
content: FKM-32, quinol ester of p-quinone 
dioxime and dithiophosphate accelerator 
(10 wt % solution in MEK) were applied to the 
rubber surface using a brush (Т = 25 ± 0.5°С). 
The total number of applied layers was 4, 
with 24 h of drying time between layers. The 
sample with the dried coating was thermostated 
at a temperature of 150°C for 10 min.

M3

Samples of NBR were immersed 
in a 10% solution of fluoroplast F32L 
in 1,1,2-trifluoro1,2,2-trichloroethane and kept 
for 6 h (T = 25 ± 0.5°C), after which they were 
dried to a constant weight.

Experimental methods. The abrasion tests were 
conducted using an MI-2 tribometer, designed for assessing 
rubber wear, according to the method for determining 
abrasion resistance under sliding against rigidly fixed 
abrasive particles according to GOST 426-772. The abrasion 
resistance was calculated under a load of 26 N and a disk 
sliding rate of 40.0  rpm, with the test samples securely 
fixed in a holder. An abrasion disc made of stainless steel 
grade 25 (SS) and chrome nickel steel  (CrNi) served as 
the abrasion surface. Volume abrasion was assessed every 
five minutes by weighing the samples and calculating the 
subsequent mass loss. The samples for the wear resistance 
test, with a wearing surface in the form of a square (each 
side measuring 20 mm), were equipped with tabs of 4 mm 
width and 3 mm height for attachment to the holder frame. 
Based on the experimental data, the following indicators 
were calculated.

The volume loss of the rubber (∆V) in cm for the two 
tested samples is calculated using Eq. (1):

1 2 ,
m m

V
-

∆ =
ρ

� (1)
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where m1 is the mass of the two samples before the test 
in kg, m2  is the mass of the two samples after the test 
in kg; ρ is the density of the rubber in kg/m3.

The abrasion resistance (α) in cm3/kW·h is calculated 
using Eq. (2):

1 .V
A K
∆

α = × � (2)

The formula for converting abrasion values from 
cm3/kW·h to m3/TJ is as follows:

Abrasion (m3/TJ) = 
= [Abrasion (cm3/kW·h) · 10−6]/(3.6 · 10−3),� (3)

where 1  cm3  =  10−6  m3, 1  kW·h  =  3.6  ·  106  J  = 
= 3.6 · 10−3 TJ.

Abrasion resistance was calculated as loss in weight 
after 200 and 3000 abrasion cycles.

Determination of the tensile strength properties of the 
samples was performed using a  DVT  GP  UG  5  universal 
testing machine (Devotrans, Turkey) in accordance with the 
ISO  37:2024  Standard3, at a  testing rate of 100  mm/min.  
Samples were cut out on a  pneumatic punching press 
GT-7016-AR (GOTECH Testing Machines Inc., 
Istanbul, Turkey). Each data point was corroborated 
with five measurements. Hardness was ascertained using 
a Shore A type durometer, adhering to the testing method 
outlined in the ASTM D2240-2015 (R 2021) Standard4. 
Shore hardness tests were carried out on specimens with 
a thickness of 6 mm.

3	  ISO 37:2024. Rubber, vulcanized or thermoplastic—Determination of tensile stress-strain properties.
4	  ASTM D2240-2015 (R 2021). Standard test method for rubber property. Durometer hardness.

The study of the microstructure and elemental 
composition of modified NBR rubber was carried out 
using a Vega 3 scanning electron microscope (TESCAN, 
Brno, Czech Republic) equipped with an X-Act (Oxford 
Instruments, High Wycombe, United Kingdom) energy-
dispersive analysis attachment.

RESULTS AND DISCUSSION

The abrasion test was employed to evaluate changes in 
abrasion resistance and the average friction coefficient 
of both the as-received and surface-treated NBR samples 
(Table 7).

Analysis of the performance of samples modified 
using methods M1 and M2 confirms that their abrasion 
resistance and friction behavior remains comparable 
to those of the unmodified (as-received) rubber. 
Pretreatment involving soaking in MEK had a negligible 
effect on the efficiency of surface treatment.

When chrome-plated steel was used as the 
counterbody material, a decrease in wear resistance was 
observed along with an increase in the friction coefficient, 
indicating less favorable tribological performance. The 
limited effectiveness of the M1 and M2 methods may be 
explained by insufficient interfacial bonding between the 
NBR surface and the applied fluoroelastomer layer, likely 
due to the inherently low adhesion of the fluoroelastomer 
to the rubber substrate.

In contrast, the sample modified via the M3 method 
demonstrated a significant (nearly two orders of decimal 

Table 7. Friction coefficient and abrasion of as-received and modified rubbers

Grinding metal Rubber

Abrasion, m3/TJ Friction coefficient

Abrasion cycles

200 3000 200 3000

SS* as-received NBR 0.046 0.043 0.92 0.90

CrNi** as-received NBR 0.032 0.027 0.93 0.89

SS NBR-M1 0.048 – 0.95 –

CrNi NBR-М1 0.027 – 1.55 –

SS NBR-М2 0.045 – 0.80 –

CrNi NBR-М2 0.028 – 1.41 –

SS NBR-М3 0.0005 0.0004 0.50 0.49

CrNi NBR-M3 0.0004 0.0003 0.47 0.45

* SS is stainless steel grade 25; 
** CrNi is chromium-nickel steel.
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magnitude) improvement in abrasion resistance, 
decreasing from 0.046  m3/TJ for the as-received NBR 
to just 0.005  m3/TJ. This enhancement is attributed to 
the formation of a uniform fluoropolymer-based surface 
coating as a  result of immersion in a fluoroplast F32L 
solution.

The application of the fluoropolymer coating also led 
to a  marked reduction in the initial friction coefficient 
against metal substrates. This effect is primarily 
associated with a decrease in adhesive interaction at the 
sliding interface, which is a well-known characteristic of 
perfluorinated polymer surfaces. The deposited surface 
layer exhibits properties similar to those of highly 
fluorinated polymers, which are distinguished by their 
extremely low surface energy and exceptional anti-
adhesive performance. Fluoropolymers, including the 
one used in this study, typically demonstrate ultra-low 
friction coefficients (as low as 0.05 against steel).

The influence of each surface treatment method on 
the mechanical properties of NBR according to collected 
and analyzed mechanical test data is summarized in 
Table 8.

Table 8. Mechanical properties of the initial and modified 
rubbers

Properties As-received 
NBR NBR-M1 NBR-M2 NBR-M3

Tensile modulus 
at 100%, MPa 2.05 2.68 3.03 3.82

Tensile modulus 
at 300%, MPa 6.83 8.29 8.50 9.87

Tensile strength, 
MPa 10.17 10.81 10.61 12.29

Elongation 
at break, % 580 530 490 490

Relative residual 
elongation, % 9 12 9 6

Hardness 
(Shore A), a.u. 57 61 63 68

As shown in Table  8, the mechanical properties 
of surface-treated NBR—including tensile modulus 
at 100% and 300% strain, as well as tensile strength 
and hardness—show improvements compared to 
the as-received NBR. For samples modified using 
methods  M1  and M2, the tensile strength remains 
comparable to that of the unmodified rubber, indicating 
that the bulk integrity of the elastomeric matrix is 
preserved. Notably, the hardness of NBR-M1  and 
NBR-M2 samples increased by 4 and 6 Shore A units, 
respectively. This change can be attributed to the 

formation of a stiffer surface layer due to the application 
of the fluoroelastomer-based composition. However, 
this increase in hardness is superficial in nature and 
not associated with a measurable increase in cross-link 
density: no experimental data (e.g., swelling tests or 
NMR-based analysis) confirm changes in the network 
structure of the vulcanizate. For the M3-treated rubber 
samples, which were immersed in a fluoroplast solution, 
the modulus at 100% and 300% strain increased by 86% 
and 44%, respectively; the tensile strength improved by 
20%; and the hardness rose by 9 Shore A units compared 
to the as-received NBR. These findings are in line with 
previous studies suggesting that increases in hardness 
correlate with higher values of elastic modulus.

The observed hardness enhancement—particularly 
in the NBR-M3  sample—is due to the presence of 
a  rigid fluoroplastic surface coating, which reduces the 
indentation depth during Shore A hardness measurements. 
This effect, which is mechanical rather than chemical, does 
not reflect an actual increase in cross-link density within 
the rubber bulk. Accordingly, the abrasion disc penetrates 
less deeply into the harder surface layer, which contributes 
to improved wear resistance. Moreover, it is well known 
that the friction coefficient of harder rubber is generally 
lower than that of softer rubber when sliding against rough 
surfaces [28]. Therefore, the observed decrease in friction 
for M3-modified samples is consistent with the formation 
of a rigid, low-energy fluoropolymer surface layer.

The depth and uniformity of the applied surface 
coating in the M3-modified NBR were evaluated using 
Scanning Electron Microscopy combined with Energy 
Dispersive X-ray Spectroscopy (SEM-EDX), as shown 
in Figs. 1 and 2.

100 μm

Spectrum 68

Spectrum 69

Fig. 1. SEM micrographs of NBR rubber 
after M3 modification (NBR-M3)
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Fig. 2. Energy dispersive X-ray analysis (EDX) spectrum 
of NBR-M3

The EDX spectrum of the NBR rubber surface after 
immersion in 1,1,2-trifluoro-1,2,2-trichlorethane was 
used for quantitative elemental analysis (Figs. 1 and 2). 
The analysis confirmed the presence of fluorine 
(52.4 ± 0.4 at. %) and chlorine (18.2 ± 0.1 at. %) in the 
surface layer of the polymer. Moreover, pointwise EDX 
measurements indicated a uniform distribution of these 
halogen elements across the surface, suggesting that the 
applied fluoropolymer coating is continuous and well-
adhered (Fig. 2).

CONCLUSIONS

In this work, new methods of enhancing the surface 
properties of NBR rubber through fluoropolymer-
based coatings are proposed and evaluated. The 
study considered three surface treatment approaches. 
Methods M1 and M2 involved applying an elastomeric 
composition based on FKM-32 and a vulcanizing agent 
to the rubber surface, with method  M2  additionally 
including a  pre-swelling step in MEK for 10  min to 
facilitate deeper penetration of the composition into the 
rubber matrix. Method M3 consisted of immersing the 

rubber samples in a 10% solution of fluoroplast F32L in 
1,1,2-trifluoro-1,2,2-trichloroethane for 6 h, resulting in 
the formation of a rigid surface layer.

Experimental results showed that, regardless of 
the use of pre-swelling in solvent, methods  M1  and 
M2 had limited influence on improving wear resistance 
or reducing friction. This limited performance is likely 
related to insufficient adhesion of the applied elastomeric 
layer to the NBR substrate. In contrast, surface treatment 
via method  M3  led to a  substantial enhancement in 
both tribological and mechanical properties, including 
a  significant reduction in the friction coefficient and 
wear rate, as well as increases in modulus and hardness. 
The improved performance of M3-treated samples is 
attributed to the presence of a continuous fluoropolymer 
coating, which modifies the surface characteristics 
without affecting the bulk rubber structure.

As confirmed by SEM-EDX analysis after drying 
and washing, the presence of fluorine and chlorine atoms 
in the surface layer indicates that the applied coating 
remains intact and is responsible for the observed 
improvements in performance.
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