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Получены и охарактеризованы полиэлектролитные комплексы хитозана с κ-каррагинаном как 
потенциальные адсорбенты наномаркера флуоресцеина в водных средах при различных зна-
чениях pH. Спектроскопическими методами изучено связывание флуоресцеина с хитозаном 
и комплексом κ-каррагинан–хитозан. С помощью анализа равновесных изотерм исследованы 
эффективность и механизм адсорбции флуоронового красителя на синтезированных комплек-
сах. Изотерма адсорбции флуоресцеина на частицах полиэлектролитного комплекса адекватно 
описана в рамках модели Фрейндлиха. На основе данных тушения флуоресценции определены 
эффективные константы Штерна–Фольмера флуоресцеина с хитозаном и комплексом κ-карра-
гинан–хитозан и показано, что связывание наномаркера с биополимерами осуществляется за 
счет разных механизмов взаимодействия.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время в биомедицинскую практику 
все активнее внедряется тераностика  – подход, 
объединяющий лечение и диагностику различных 
заболеваний для терапии под визуальным контро-
лем и  раннего прогнозирования курса лечения. 
Системы доставки лекарственных средств для це-
лей тераностики призваны решать двойную задачу: 
обеспечивать как визуализацию больных тканей, 
так и лечение контролируемым высвобождением 
активных лекарственных компонентов. Особенно 
такой подход перспективен для разработки и при-
менения систем доставки токсичных препаратов 
для химиотерапии, а также антибиотиков и других 
сильнодействующих лекарственных средств [1–3].

В  современной научной литературе увеличи-
вается количество публикаций по использованию 
различных наномаркеров или меток для биодиа-
гностики и биовизуализации (органических лю-
минофоров, полупроводниковых квантовых точек, 
наноразмерных углеродных точек), что является 
отражением растущего интереса к этому типу со-
единений [4–6]. Ксантеновый краситель флуорес-
цеин (ФЛЦ) является примером pH-индикатора, 

дианион-анионное равновесие которого прихо-
дится на физиологический диапазон pH, что об-
уславливает его привлекательность для использо-
вания в качестве внутриклеточного pH-зонда [5]. 
Флуороновые красители широко применяются 
в медицине в качестве флуоресцентных маркеров 
для исследования биологических объектов, кон-
трастных агентов, в фотодинамической терапии, 
для диагностики и лечения раковых опухолей на 
поверхности кожи [7–9].

Особая роль в разработке систем доставки ле-
карственных средств отводится нано- и  микро-
контейнерам на основе биополимеров различной 
химической природы (полипептидов, полисахари-
дов). Аминополисахарид хитозан (ХТЗ), получае-
мый из панцирьсодержащего сырья гидробионтов 
хитина, отличается биосовместимостью, бактери-
остатичностью, способностью к  биодеградации 
и усилению регенеративных процессов при зажив-
лении ран [10–12]. Наличие в структуре макромо-
лекул ХТЗ гидроксильных, амино- и ацетамидных 
групп определяет его полиэлектролитные свой-
ства. Способность ХТЗ к комплексообразованию 
с различными органическими и неорганическими 
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соединениями обеспечивает возможность его вза-
имодействия с  анионными полиэлектролитами 
в водных растворах с образованием полиэлектро-
литных комплексов (ПЭК) [13–15]. Среди поли-
сахаридов анионной природы важное место зани-
мают каррагинаны (КРГ) – высокомолекулярные 
линейные сульфатированные гидрофильные поли-
сахариды красных водорослей [16, 17].

Комплексы КРГ с  ХТЗ вызывают повышен-
ный интерес, поскольку данные полисахариды со-
держат в своем составе функциональные группы 
разной полярности, и, следовательно, появляется 
возможность управления распределением центров 
связывания на биополимерах с  органическими 
красителями. Интерес к исследованиям совмест-
ных систем на основе красителей и водораствори-
мых биополимеров обусловлен и другими причи-
нами: флуороновые красители можно использо-
вать в качестве флуоресцентных наномаркеров для 
биовизуализации, а также данные красители могут 
выступать в качестве модельных объектов отрица-
тельно заряженных лекарственных веществ. Соче-
тание фотофлуоресцентных свойств флуоресцеина 
и биоактивных свойств ПЭК на основе природных 
полисахаридов делает такие системы перспектив-
ными материалами для создания мультифункцио-
нальных диагностических и терапевтических носи-
телей.

Ранее нами были получены сферогели на основе 
ПЭК альгината кальция и хитозана для иммоби-
лизации антибиотика цефотаксима, для которого 
в настоящее время еще не разработана непарен-
теральная лекарственная форма. Было показано, 
что определяющее влияние на эффективность ин-
капсулирования антибиотика и фармакокинети-
ческие профили его высвобождения в различных 
средах оказывает взаимодействие цефотаксима 
с полимерной матрицей [18, 19]. Поэтому неотъ-
емлемой частью разработки новых систем доставки 
лекарственных средств для целей тераностики яв-
ляется изучение механизма межмолекулярного вза-
имодействия между всеми компонентами системы.

Цель работы заключалась в изучении связыва-
ния флуоронового красителя флуоресцеина с по-
лиэлектролитным комплексом на основе хитозана 
и каррагинана в водных средах и выявлении харак-
тера влияния добавок биополимеров на спектраль-
но-флуоресцентные характеристики красителя.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В качестве полимерных объектов исследования 
использовали полисахариды, проявляющие в во-
дных растворах полиэлектролитные свойства – ги-
дрохлорид хитозана (MМ 38700, степень деацети-
лирования 80% (ЗАО “Биопрогресс”)) и κ-карра-
гинан (“Molecularmeal”). Краситель ксантенового 
ряда ФЛЦ применяли в  виде динатриевой соли 

(торговое название “Уранин А”, “Русхим”). При 
приготовлении растворов в  качестве раствори-
телей использовали бидистиллированную воду 
(pH 7.0), водные растворы 6.0 мМ уксусной кис-
лоты (pH 5.6) и 10–2 М HCl (pH 2.0). Бидистилли-
рованную воду получали на установке “Бидистил-
лятор стеклянный БС” (ПАО “Химлаборприбор”), 
которая работает по принципу двойной перегонки 
воды. Чистоту воды контролировали по величине 
удельной электропроводности, которая составляла 
1.0–3.0 мкСм/см.

Синтез полиэлектролитных комплексов КРГ–
ХТЗ проводили путем смешивания водного рас-
твора КРГ с концентрацией 10–2 М с раствором 
ХТЗ концентрацией 10–2 М в 6.0 мМ растворе ук-
сусной кислоты. Подбор исходных концентраций 
противоположно заряженных полиэлектролитов 
осуществлен на основании результатов ранее про-
веденных исследований по формированию ПЭК 
на основе хитозана [18]. pH полученного раствора 
ХТЗ составлял 5.6. Состав смесей полиэлектро-
литов выражали в виде отношения мольных кон-
центраций k-каррагинана и хитозана [КРГ] : [ХТЗ] 
(моль : моль) и изменяли его от 1:9 до 9:1. Получен-
ные смеси интенсивно перемешивали на магнит-
ной мешалке 1 ч и выдерживали в течение суток 
при комнатной температуре. Образовавшиеся ча-
стицы ПЭК отделяли от непрореагировавших ис-
ходных полимеров центрифугированием в течение 
5 мин при 3000 об/мин.

Средний размер частиц в исследуемых системах 
и  ζ-потенциал поверхности частиц определяли 
методом динамического рассеяния света на ана-
лизаторе размера частиц серии Zetasizer Nano-ZS 
(“Malvern Instruments Ltd.”), оснащенном ге-
лий-неоновым лазером (633 нм, 4 мВт). Угол све-
торассеяния составлял 173°. Графическую интер-
претацию результатов измерения получали с помо-
щью программного обеспечения “DTS Application 
Software” компании Malvern Instruments для ра-
боты под управлением операционной системы 
Windows. При анализе автокорреляционной функ-
ции использовали приближение твердых сфериче-
ских частиц. Определение ζ-потенциала в водных 
системах проводили методом электрофоретиче-
ского рассеяния света с применением технологии 
M3-PALS (использование быстро и медленно пе-
ременного электрического поля наряду с фазовым 
и частотным анализом рассеянного света). Перед 
выполнением измерений образцы фильтровали че-
рез фильтры Millipore с мембраной Durapore PVDF 
и диаметром пор 0.45 мкм. Для каждого образца 
проводили 3 серии измерений по 10 измерений 
в каждой. Ошибки измерений размера и ζ-потен-
циала частиц составили ±2% и ±0.12 мВ соответ-
ственно. Для оценки размера и морфологии частиц 
комплекса ФЛЦ с  ХТЗ использовали люминес-
центный микроскоп BX-43 “Olympus”.
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Удельную электропроводность и величину pH 
смешанных водных растворов полиэлектролитов 
определяли с помощью кондуктометра–pH-метра 
SevenMulti dual meter pH / conductivity (“Mettler 
Toledo”).

ИК-спектры исходных образцов полиэлектро-
литов, флуоресцеина и продуктов их взаимодей-
ствия получали на Фурье-спектрометре ALPHA-Т 
S/N102706 (“Bruker”) в спектральном диапазоне 
4000–375 см–1 с разрешением 4 см–1. Комплексы 
выделяли из растворов, высушивали и измельчали 
до тонких порошков массой 0.5–1 г. Порошки 
перемешивали с  бромидом калия массой 100  мг 
и спрессовывали в тонкую пластину. Отнесение 
характеристических полос проводили по справоч-
ным материалам1.

Межмолекулярные взаимодействия между кра-
сителем, ХТЗ и ПЭК на его основе в процессе их 
связывания (адсорбции) изучали спектральными 
методами.

Спектры поглощения растворов красителя 
с добавлением ХТЗ и ПЭК получали на сканирую-
щем двухлучевом спектрофотометре “Lambda 35” 
(“Perkin Elmer Instrumental”). При измерениях ис-
пользовали кварцевые кюветы объемом 3 см3.Кю-
вету сравнения заполняли дистиллированной во-
дой. Регистрацию электронных спектров растворов 
производили в интервале длин волн 400–600 нм. 
Обработку спектров проводили при помощи про-
граммного обеспечения UV WinLab. В исходный 
раствор красителя с  варьируемой в  интервале 
20–100 мкг/мл концентрацией объемом 5 мл до-
бавляли раствор ХТЗ (25 мМ) объемом 5 мл, тща-
тельно перемешивали на магнитной мешалке и вы-
держивали в течение 10 мин перед измерениями.

Для проведения спектральных измерений рас-
творов ФЛЦ в присутствии частиц ПЭК образцы 
готовили следующим образом. К растворам кра-
сителя с концентрациями от 20 до 100 мкг/мл объ-
емом 5 мл добавляли 5 мл коллоидного раствора 
ПЭК с определенным соотношением концентраций 
[КРГ] : [ХТЗ]. Перемешивали с помощью магнитной 
мешалки в течение 1 часа для достижения равнове-
сия сорбции – десорбции. Осаждение частиц ПЭК 
с адсорбированным красителем проводили центри-
фугированием в течение 10 мин при 3000 об/мин.

Для нахождения удельной концентрации адсо-
рбированного красителя (qe) и равновесной кон-
центрации неадсорбированного ФЛЦ (Се) исполь-
зовали следующее уравнение:

 q
C C V

m
( )

,e
0 e=

−
 (1)

1  Тарасевич Б. Н. ИК-спектры основных классов органиче-
ских соединений. Справочные материалы. М.: МГУ, 2012. 
С. 14–27.

где С0 – начальная концентрация красителя; V – 
объем раствора; m – масса адсорбента.

Равновесную концентрацию ФЛЦ в растворе 
Се определяли по величине оптической плотности 
при длине волны 490 нм с использованием кали-
бровочной зависимости. В предварительных ис-
следованиях было установлено, что зависимость 
оптической плотности от концентрации ФЛЦ 
подчиняется закону Бугера–Ламберта–Бера при 
длине волны 490 нм в  диапазоне концентраций 
10–50 мкг/мл. Удельный коэффициент экстинкции 
для ФЛЦ в воде составил 228.7 л/г∙см.

Анализ изотерм адсорбции ФЛЦ на частицах 
ПЭК проводили в рамках моделей Ленгмюра [20] 
и Фрейдлиха [21]. Модель однослойной адсорбции 
Ленгмюра описывается уравнением:

 q q
K C

K C1
,m

L

L
e

e

e
=

+
 (2)

где qm – адсорбционная емкость монослоя; KL – 
константа связывания.

С использованием изотермы Ленгмюра нахо-
дили безразмерный параметр адсорбционного рав-
новесия RL:

 =
+

R
K C

1
1

,L
L max

 (3)

где Сmax – наибольшая начальная концентрация ад-
сорбата.

Параметр RL указывает на тип адсорбции, ко-
торый в  зависимости от выбранного диапазона 
концентраций адсорбата может быть необратимый 
(RL = 0), благоприятный (0 < RL < 1), неблагопри-
ятный (RL > 1) [22].

Адсорбцию красителя на гетерогенной поверх-
ности адсорбента ПЭК описывали также моделью 
Фрейндлиха:

 q KC ,n
e e

1/=  (4)

где K – константа адсорбции Фрейндлиха; n – па-
раметр, указывающий на степень неоднородности 
поверхности адсорбента.

Спектры флуоресценции ФЛЦ в присутствии 
ХТЗ и  ПЭК получали на сканирующем спек-
трофлуориметре “CaryEclipse” фирмы “Varian”. 
В  растворы красителя с  концентрацией 3 мкМ 
объемом 5 мл добавляли от 0.1 до 0.5 мл раствора 
ХТЗ (концентрация 50 мМ) или ПЭК с такой же 
концентрацией ХТЗ. Длина волны возбуждения 
составляла 440 нм. Регистрацию спектров воз-
буждения производили в интервале длин волн от 
450 до 650 нм. Константы связывания красителя 
с ХТЗ и ПЭК определяли на основе данных ту-
шения флуоресценции. Динамическое тушение 
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флуоресценции описывали уравнением Штерна – 
Фольмера [23]:

 [ ]= +
F
F

K Q1 ,0  (5)

где F0 и F – интенсивности флуоресценции в отсут-
ствие и присутствии тушителя; [Q] – концентрация 
тушителя; К – эффективная константа связывания 
красителя с полимером.

Устойчивость комплексов ФЛЦ–ХТЗ в водных 
растворах изучали методом мольных отношений 
[24]. Готовили исходные растворы ХТЗ и  ФЛЦ 
с концентрацией 10–4 М. В 10 мерных колб нали-
вали по 2 мл раствора ХТЗ и от 0.5 до 8 мл ФЛЦ, 
затем доводили объем смеси водой до 10 мл. В со-
ответствии с  методом мольных отношений при 
постоянной концентрации ХТЗ и  переменной 
концентрации ФЛЦ спектральные изменения для 
раствора красителя описывали уравнением:

 ( )( )
[ ]

[ ]−
=

ε − ε
+

ε − ε ⋅ β ⋅A A
ХТЗ 1 1

ФЛЦ
,

0 0 0 к
 (6)

где А  и  А0  – оптические плотности растворов 
в присутствии и отсутствии ХТЗ; [ХТЗ] – концен-
трация раствора хитозана, М; [ФЛЦ] – концентра-
ция раствора флуоресцеина, М; ε и ε0 – молярные 
коэффициенты экстинкции комплекса и  ФЛЦ; 
βк – константа устойчивости комплекса, М–1.

Константу устойчивости комплекса βк рассчи-
тывали способом Клотца [24] из графика зависи-
мости [ХТЗ]/(А–А0) от 1/[ФЛЦ].

Количество ФЛЦ, высвободившегося из по-
лимерных носителей, рассчитывали по величине 
оптической плотности при длине волны 490 нм. 

Высвобождение ФЛЦ проводили в условиях in vitro 
при температуре 37° в модельных средах желудоч-
но-кишечного тракта (кислая среда желудка, pH 
2.0; нейтральная среда тонкого кишечника, pH 7.0) 
и характеризовали величиной Q, которую опреде-
ляли как отношение количества вещества mt, выс-
вободившегося из носителя к моменту времени t, 
к равновесному количеству вещества m∞:

 = ×
∞

Q
m
m

100.t  (7)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

ХТЗ состоит преимущественно из остатков 
2-амино-2-дезокси-β-D-глюкопиранозы, связан-
ных (1 → 4) связями (рис. 1а), κ-КРГ – из остат-
ков дисахарида β-D-галактопиранозы и  α-D-га-
лакто-пиранозы, связанных соответственно 
(1 → 3) и (1 → 4) связями (рис. 1б). В соответствии 
с природой функциональных групп ХТЗ относится 
к  слабым катионным полиэлектролитам, заряд 
которых зависит от рН раствора. κ-КРГ является 
сильным анионным сульфатированным полиса-
харидом, его заряд сохраняется постоянным во 
всем диапазоне рН [25]. В кислых растворах ХТЗ 
в присутствии отрицательно заряженных макромо-
лекул КРГ происходит формирование ПЭК, высо-
кая стабильность которого достигается за счет ко-
оперативного характера межмолекулярных связей, 
возникающих между комплементарными макро-
молекулами (электростатические, ван-дер-вааль-
совые и гидрофобные взаимодействия). Механизм 
образования придает полученным полимерным си-
стемам восприимчивость к незначительным изме-
нениям внешних факторов [26]. Для эффективного 
электростатического взаимодействия макромоле-
кулы полимеров должны находиться в  растворе 
в ионизированном виде. В качестве значения pH, 
при котором аминогруппы ХТЗ протонированы 
и сульфатные группы КРГ заряжены отрицательно, 
было выбрано pH 5.6.

По изменению электропроводности смешанных 
растворов КРГ и ХТЗ судили о характере межмо-
лекулярного взаимодействия полиэлектролитов 
(рис. 2). При смешении КРГ и ХТЗ наблюдается 
резкое уменьшение электропроводности раство-
ров, что свидетельствует об электростатическом 
взаимодействии протонированных свободных ами-
ногрупп ХТЗ и сульфатных групп КРГ. На изотерме 
электропроводности смесей полиионов имеется 
выраженный перегиб, указывающий на образова-
ние стехиометрического ПЭК с максимальным ко-
личеством ионных связей. В условияx проведения 
нашего эксперимента комплекс был обогащен зве-
ньями каррагинана ([КРГ] : [ХТЗ] = 1.5).

Методом динамического светорассеяния уста-
навливали характер изменения размера и ζ-потен-
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Рис. 1. Структурные формулы повторяющихся зве-
ньев ХТЗ (а) и κ-КРГ (б).
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циала частиц ПЭК в зависимости от состава сме-
сей полиэлектролитов (табл. 1). ζ-потенциал ма-
кромолекул ХТЗ в отсутствии полианиона имеет 
положительное значение. Введение КРГ в раствор 
ХТЗ приводит к закономерному снижению ζ-по-
тенциала поверхности частиц. В интервале соста-
вов смеси полиэлектролитов [КРГ] : [ХТЗ] = 1÷1.5 
отмечается полная нейтрализация противопо-
ложно заряженных групп хитозана и каррагинана 
в комплексе, что согласуется с кондуктометриче-
скими данными. Дальнейший рост концентрации 
КРГ в смеси с ХТЗ приводит к перезарядке частиц 
ПЭК. В избытке либо одного, либо второго поли-
электролита значения ζ-потенциала частиц нахо-
дятся в диапазоне, необходимом для сохранения 
коллоидной стабильности суспензии ПЭК.

В области средних составов комплекса электро-
статическое связывание приводит к гидрофобиза-
ции частиц ПЭК и изменению их размера. Диаметр 
частиц ХТЗ составляет 142 нм. Учитывая, что тео-
ретически рассчитанный радиус идеальной поли-
мерной цепи данного полисахарида лежит в преде-
лах 5–15 нм [27], следует сделать вывод о том, что 
частицы такого размера представляют собой ассо-
циаты макроцепей. С добавлением КРГ размер ча-
стиц значительно уменьшается, что особенно ярко 
проявляется после перезарядки ПЭК. Компактиза-
ция частиц комплекса, по-видимому, обусловлена 
конформационными изменениями макромолекул 
и распадом их ассоциатов. При четырехкратном 
избытке КРГ можно предположить, что в состав 
ПЭК входят отдельные макромолекулы полиэлек-
тролитов.

Ионное состояние флуоресцеина в водных рас-
творах зависит от рН. При значениях pH < 5.5 ФЛЦ 
заряжен слабо положительно, в области pH 5.5–6.8 
краситель находится в  нейтральной форме. При 
значениях pH 6.8–8.0 ФЛЦ заряжен слабо отрица-
тельно и является моноанионом, а при более высо-
ких pH находится в виде дианиона с высоким отри-
цательным зарядом [28]. Основную роль во взаи-
модействии ФЛЦ с ХТЗ играет электростатический 
механизм связывания карбоксильных групп кра-
сителя (ФЛЦ диссоциирует преимущественно по 
карбоксильной группе) и протонированных ами-
ногрупп ХТЗ. Дополнительный вклад могут вно-
сить диполь-дипольные взаимодействия полярных 
амино- и гидроксильных групп ХТЗ с ксантоновым 
трициклом красителя, а также гидрофобные взаи-
модействия глюкозаминовых звеньев полисахарида 
с неполярными фрагментами молекул красителя.

По данным метода динамического светорассея-
ния (табл. 2), в смешанных растворах ФЛЦ и ХТЗ 
формируются высоко ассоциированные частицы, 
размеры которых превышают размер частиц ис-
ходного полисахарида примерно на 300–550 нм. 
Образовавшиеся частицы были визуализированы 
с помощью люминесцентной микроскопии.

На рис. 3 в качестве примера приведено изобра-
жение частиц ФЛЦ–ХТЗ при pH 5.6. Как видно, 
результаты по определению размеров частиц со-
гласуются с данными, полученными методом ди-
намического светорассеяния. С  изменением рН 
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Рис. 2. Зависимость удельной электропроводимости 
смесей КРГ и ХТЗ от их состава [КРГ] : [ХТЗ].

Таблица 1. Размер и ζ-потенциал частиц ПЭК КРГ–
ХТЗ

Отношение 
концентраций [КРГ]: 

[ХТЗ], моль : моль

Размер d, 
нм

ζ-потенциал, 
мВ

0 141.7 ± 2.8 +29.5
0.25 122.5 ± 2.5 +17.4
0.43 105.7 ± 2.1 +11.5
1.0 91.3 ± 1.8 +8.2
1.5 50.2 ± 1.0 –8.0

2.33 43.5 ± 0.1 –19.7
4.0 34.8 ± 0.1 –29.7

Таблица 2. Размер и ζ-потенциал частиц ФЛЦ–ХТЗ*

Образец Размер d, 
нм

ζ-потенциал, 
мВ

ХТЗ 140.2 ± 2.8 +30.1
ФЛЦ–ХТЗ (pH 2.0) 430.4 ± 8.6 +17.0
ФЛЦ–ХТЗ (pH 5.6) 598.6 ± 12.0 +15.2
ФЛЦ–ХТЗ (pH 7.0) 708.3 ± 14.2 +7.4

* Концентрации компонентов в смеси: сФЛЦ = 20 мкг/мл, 
сХТЗ = 12.5 мМ
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среды размер частиц увеличивается, что указывает 
на различия адсорбционной емкости полимера 
по отношению к ФЛЦ в зависимости от значений 
рН. ζ-потенциал частиц ФЛЦ–ХТЗ составляет ме-
нее 30 мВ, что свидетельствует о  недостаточной 

электростатической стабилизации водной суспен-
зии. Наиболее эффективное связывание ФЛЦ хи-
тозаном за счет электростатического взаимодей-
ствия отмечается при pH 7.0, т. е. в той области, где 
функциональные группы красителя и полиэлек-
тролита имеют слабые противоположные заряды.

Константа устойчивости комплекса ФЛЦ–ХТЗ 
βк, найденная методом мольных отношений, в рас-
творе с pH 2.0 составила 6.5∙106 л∙моль–1, с pH 5.6–
4.0∙105 л∙моль–1, с pH 7.0–2.1∙105 л∙моль–1. Константа 
устойчивости комплексов в  слабокислой и  ней-
тральной средах βк<106, что характеризует их как 
комплексы низкой устойчивости. Следует отметить, 
что наименьшей устойчивостью обладает комплекс 
при pH 7.0.

Для подтверждения комплексообразования 
ФЛЦ с  ХТЗ проведено исследование структуры 
образцов исходных компонентов и комплекса ме-
тодом ИК-спектроскопии (рис. 4).

В  спектре ФЛЦ имеется полоса поглощения 
3700–3000 см–1 с максимумом при 3378 см–1, харак-
терная для валентных колебаний гидроксильных 
групп. ИК-спектр образца не содержит признаков 
лактонной структуры, так как отсутствуют полосы 
поглощения в области 1800–1600 см–1, относящи-
еся к валентным колебаниям карбонильной группы 
лактона. Полосы карбоксилат-аниона COO– (1582, 
1463, 1397 см–1), по-видимому, перекрываются по-
глощением ароматических колец. Присутствует по-
лоса 1250 см–1, соответствующая валентным коле-
баниям связи С–О в фенольной группе. В спектре 
ХТЗ наблюдаются характерные для полисахаридов 
полосы поглощения: nO–H, n N–H (полоса погло-
щения с максимумом при 3418 см–1), nC–H (полоса 
поглощения 3000–2800  см–1 с  максимумом при 
2891 см–1), nC–С, nC–О пиранозных колец (полоса 
поглощения 1200–1000 см–1). В спектре имеются 
полосы в  интервале, характерном для амидных 
групп dNH2 (1650–1300 см–1). Наличие полос погло-
щения 1318 см–1 и 1518 см–1 подтверждает высокую 
степень деацетилирования образца ХТЗ и его ка-
тионную форму, обусловленную NH3

+-группами. 
Положение полос поглощения индивидуальных 
образцов красителя и ХТЗ согласуется с опублико-
ванными данными [28, 29].

В ИК-спектре продукта взаимодействия ФЛЦ 
с ХТЗ появляются полосы при 1631 см–1 (дефор-
мационные колебания NH2-группы) и  1517  см–1 
(NH3

+-группы). Отмечаются полосы 1463 
и  1254  см–1, свидетельствующие о  присутствии 
в  структуре карбоксилат-анионов и  фенольных 
гидроксилов красителя. Можно предположить, что 
отмеченные изменения в спектре вызваны ионным 
взаимодействием функциональных групп ФЛЦ 
и ХТЗ. Наблюдается также сдвиг полос поглощения 
в области валентных колебаний O–H- и N–H-свя-
зей (максимум при 3406  см–1) и  увеличение их 
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Рис. 3. Изображения частиц ФЛЦ–ХТЗ при pH 5.6, 
полученные на люминесцентном микроскопе (сФЛЦ = 
= 20 мкг/мл, сХТЗ = 12.5 мМ).

Рис. 4. ИК-спектры ФЛЦ (1), ХТЗ (2) и комплекса 
ФЛЦ–ХТЗ (3), выделенного из водного раствора при 
pH 5.6.



 СВЯЗЫВАНИЕ ФЛУОРЕСЦЕИНА ХИТОЗАНОМ 385

КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ том 86 № 3 2024

интенсивности, что указывает на образование во-
дородных связей между функциональными груп-
пами компонентов.

Далее связывание флуоресцеина с ХТЗ и ком-
плексом КРГ–ХТЗ изучали на основе анализа из-
менений спектров поглощения и флуоресценции 
красителя при добавлении биополимеров. В элек-
тронном спектре водного раствора ФЛЦ (рис. 5, 
кривая 1) при pH 7.0 присутствует интенсивная по-
лоса поглощения 490 нм и перегиб в районе 470 нм, 
что отвечает существованию красителя в растворе 
в форме дианиона R2– и согласуется с литератур-
ными данными [28]. Спектр поглощения ФЛЦ, 
связанного с ХТЗ (кривая 2), существенно отли-
чается от спектра раствора красителя – с добавле-
нием ХТЗ (сам полиэлектролит в данной области 
не поглощает), появляется широкая полоса с двой-
ным максимумом в области 455–475 нм и плечом 
при 425 нм, что характерно для анионной формы 
HR– ФЛЦ в  воде. Причиной такого изменения 
в  спектре ФЛЦ, по-видимому, является присут-
ствие в  растворе различных ионных свободных 
и связанных форм красителя. Похожие по харак-
теру спектральные изменения красителя наблю-
даются и в результате его адсорбции на частицах 
ПЭК.

С целью изучения равновесного процесса адсо-
рбции красителя на частицах комплекса КРГ–ХТЗ 
были получены изотермы сорбции. Удельную кон-
центрацию адсорбированного ФЛЦ qe находили 
по уравнению (1) с учетом характеристик приго-
товленных растворов. Равновесную концентрацию 
ФЛЦ Се определяли спектрофотометрически после 
удаления из раствора частиц ПЭК с адсорбирован-
ным красителем центрифугированием. В таблице 
3 представлены результаты математической обра-
ботки экспериментальной изотермы адсорбции 
ФЛЦ из водного раствора на частицах ПЭК с по-
мощью уравнений Ленгмюра (2) и Фрейдлиха (4).

Константа сорбционного равновесия KL в урав-
нении Ленгмюра характеризует химическое срод-
ство сорбата к сорбенту – чем сильнее это взаимо-
действие, тем больше константа сорбционного рав-
новесия. Сродство между ФЛЦ и частицами ПЭК 
оценивали по величине безразмерного параметра 
адсорбционного равновесия RL, рассчитанного 
с использованием константы связывания уравне-
ния Ленгмюра КL (3). По значению параметра RL 
можно сделать вывод, что условия для сорбцион-
ного процесса ФЛЦ на частицах комплекса КРГ–
ХТЗ благоприятны.

Модель изотермы Фрейндлиха широко исполь-
зуется для описания адсорбции растворенного ве-
щества из раствора на гетерогенной поверхности 
и предполагает, что, в первую очередь, заполня-
ются сорбционные центры с более сильной свя-
зывающей способностью и прочность связывания 

уменьшается с увеличением степени заполнения 
поверхности сорбента. Параметр n в  уравнении 
Фрейндлиха характеризует интенсивность сор-
бционного процесса и  распределение активных 
центров. Если n < 1, энергия связей возрастает, при 
n > 1 энергия связи сорбент–сорбат уменьшается 
по мере заполнения поверхности, в случае n = 1 
все сорбционные центры эквивалентны [21]. В на-
шем случае n > 1, следовательно, заполнение по-
верхности ПЭК приводит к уменьшению энергии 
связи между ФЛЦ и комплексом.

Как видно из табл. 3, модель адсорбции Фрей-
ндлиха дает лучшую сходимость с  эксперимен-
тальными результатами сорбции ФЛЦ на частицах 
ПЭК, о чем говорят более высокие коэффициенты 
корреляции, полученные при линеаризации экс-
периментальной изотермы по модели Фрейндлиха 
по сравнению с моделью Ленгмюра. Следует отме-
тить, что адсорбция ФЛЦ на частицах ПЭК на ос-
нове ХТЗ и КРГ в целом невелика.

В работе [4] при изучении адсорбции ФЛЦ и его 
галогенпроизводных (эозина и  эритрозина) на 
комплексах ХТЗ–хондроитинсульфат и ХТЗ–гиа-
луронат не удалось спектральными методами выя-
вить связывание ФЛЦ с ПЭК в изученном диапа-
зоне концентраций в отличие от сорбции эозина 
и эритрозина, что авторами объяснено различиями 
в эффективности диполь-дипольных и гидрофоб-
ных взаимодействий ФЛЦ с ПЭК по сравнению 
с его галогензамещенными производными.

На следующей стадии работы изучалось ту-
шение флуоресценции ФЛЦ в  присутствии ХТЗ 
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Рис. 5. Спектры поглощения растворов ФЛЦ (1) 
в присутствии ХТЗ (2) и ПЭК (3) (сФЛЦ = 20 мкг/мл, 
сХТЗ = 12.5 мМ, отношение концентраций в  ПЭК 
[КРГ] : [ХТЗ] = 1.5, pH 7.0).
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и ПЭК для нахождения констант связывания по 
уравнению Штерна  – Фольмера (5). На рис.  6а 
представлены спектры флуоресценции раствора 
ФЛЦ (кривая 1) и растворов красителя постоян-
ной концентрации с различными добавками ХТЗ 
(кривые 2–4) при рН 7.0. Раствор ФЛЦ обладает 
желто-зеленой люминесценцией, имеет эмиссию 
при 510 нм, что делает его хорошим наномаркером 
для визуализации процессов в организме человека. 
Форма спектров флуоресценции красителя и по-
ложение максимума не изменяются при введении 
ХТЗ. Однако отмечается снижение интенсивности 
флуоресценции ФЛЦ, что объясняется межмоле-
кулярными взаимодействиями молекул красителя 
с  макромолекулами ХТЗ. На рис.  6б в  качестве 
примера приведено сравнение тушения флуорес-
ценции ФЛЦ добавлением ХТЗ определенной кон-
центрации и ПЭК КРГ–ХТЗ с такой же концентра-
цией ХТЗ. Как видно из рисунка, в присутствии 
комплекса наблюдается еще более интенсивное 
тушение флуоресценции красителя по сравнению 
с добавками ХТЗ.

По полученным спектрам флуоресценции 
ФЛЦ в растворах с различными концентрациями 
ХТЗ и ПЭК построены зависимости в координа-
тах уравнения Штерна  – Фольмера F0/F  – 1 от 
[Q] (вставки на рис. 6а и 6б). График зависимости 
F0/F – 1 от [Q] представляет собой прямую линию 
с наклоном K в случае одного механизма взаимо-
действия красителя с биополимером, а при нали-
чии нескольких механизмов связывания наномар-
кера наблюдаются отклонения от линейности [9]. 
Видно, что зависимости F0/F – 1 от [Q] при ту-
шении флуоресценции ФЛЦ как хитозаном, так 
и ПЭК имеют отклонения от линейности, что ука-
зывает на различные механизмы связывания ФЛЦ 
с ХТЗ и ПЭК при pH 7.0. Эффективные константы 
связывания красителя с ХТЗ и ПЭК (усредненно 
учитывающие все механизмы связывания) равны 
186 М–1 и 340 М–1 соответственно. На основании 

полученных данных можно сделать вывод о воз-
можном более сильном взаимодействии красителя 
с комплексом КРГ–ХТЗ по сравнению с хитоза-
ном. Вероятными причинами этого является уси-
ление вторичных типов взаимодействия (гидро-
фобных, диполь-дипольных) молекул красителя 
с более гидрофобной поверхностью частиц ком-
плекса. Адсорбционная емкость зависит также от 
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Рис. 6. Спектры флуоресценции ФЛЦ (3 мкМ) (1) 
в  растворах с  различными концентрациями ХТЗ: 
1 (2), 3 (3), 5 (4) мМ. Справа – тушение флуорес-
ценции ФЛЦ добавлением ХТЗ, [Q] – концентра-
ция ХТЗ (а); спектры флуоресценции растворов 
ФЛЦ (3 мкМ) (1) в присутствии ХТЗ (2) и ПЭК (3) 
(сХТЗ = 1 мМ, отношение концентраций полиэлек-
тролитов в ПЭК [КРГ] : [ХТЗ] = 1.5). Справа – туше-
ние флуоресценции ФЛЦ добавлением ПЭК, [Q] – 
концентрация ПЭК (б). (λвозб = 440 нм, pH 7.0).

Таблица 3. Константы изотерм адсорбции Ленгмюра 
и Фрейндлиха флуоресцеина на частицах ПЭК КРГ–
ХТЗ*

Константы изотермы адсорбции Ленгмюра

qm, мг/г КL, л/мг RL R2

1.64 0.51 0.99 0.891

Константы изотермы адсорбции Фрейндлиха

К, л/мг 1/n n R2

0.0113 0.87 1.15 0.997

* Отношение концентраций полиэлектролитов в  ПЭК 
[ КРГ]:[ХТЗ] = 1.5
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формы адсорбента – оптимальным соотношением 
между площадью поверхности и объемом частицы 
характеризуются частицы сферической формы. 
В  работе [4] было показано, что адсорбционная 
емкость флуороновых красителей на сферических 
частицах ПЭК хитозана имеет большее значение 
по сравнению с молекулярным хитозаном, что до-
стигается, по мнению авторов, за счет оптималь-
ной площади и качества поверхности частиц ПЭК.

На заключительной стадии работы для моде-
лирования высвобождения ФЛЦ (как модельного 
лекарственного вещества анионной природы) из 
полученных полимерных носителей в организме 
человека была проведена оценка количества выде-
лившегося красителя при нахождении ПЭК КРГ–
ХТЗ с иммобилизованным ФЛЦ в растворе 0.01 М 
HCl (кислая среда желудка) с последующим его пе-
ремещением в воду (нейтральная среда тонкого ки-
шечника), что соответствует пути, который лекар-
ственная форма проходит в желудочно-кишечном 
тракте. Обнаружено, что на динамику высвобожде-
ния ФЛЦ из комплекса pH среды оказывает зна-
чительное влияние. Кинетическая кривая высво-
бождения ФЛЦ в кислой среде выходит на плато 
за 1 ч, в течение которого лекарственная форма, 
вводимая перорально, обычно остается в желудке 
человека, и при этом выделяется 16% красителя. 
Далее на протяжении 6 ч количество выделивше-
гося ФЛЦ практически не изменялось. В модель-
ной среде с pH 7.0 высвобождается основное со-
держание ФЛЦ (до 74%) в течение 4 ч. Различия 
в профилях высвобождения ФЛЦ в условиях фи-
зиологических сред организма человека обуслов-
лены, по-видимому, изменением закономерностей 
межмолекулярных взаимодействий компонентов 
системы. В кислых средах низкая скорость высво-
бождения ФЛЦ может быть объяснена сильными 
электростатическими взаимодействиями проти-
воположно заряженных полиэлектролитов и бо-
лее высокой устойчивостью комплекса красителя 
с ХТЗ. При pH 7.0 происходит депротонирование 
аминогрупп ХТЗ, что ослабляет его взаимодействие 
как с КРГ, так и с ФЛЦ. Отмечается также умень-
шение устойчивости комплекса ФЛЦ–ХТЗ. В це-
лом можно сделать вывод о том, что в нейтральной 
среде наблюдается общее ослабление межмоле-
кулярных взаимодействий в системе “КРГ–ХТЗ–
ФЛЦ”, что и  приводит к  увеличению скорости 
высвобождения красителя из полимерных частиц.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основе природных полисахаридов хито-
зана и κ-каррагинана получены стабильные по-
лиэлектролитные комплексы с  размером от 35 
до 142 нм, характеристики которых зависят от 
соотношения зарядов полиэлектролитов в ком-
плексе. Сделано предположение, что механизм 

адсорбции флуоресцеина в процессе связывания 
с хитозаном и комплексом κ-каррагинан–хито-
зан может включать несколько типов взаимодей-
ствий: определяющее электростатическое взаи-
модействие, диполь-дипольные и гидрофобные 
взаимодействия. Показано, что эффективная 
константа связывания флуоресцеина с комплек-
сом κ-каррагинан–хитозан выше по сравнению 
с  константой связывания для индивидуального 
хитозана. Установлено, что высвобождение флуо-
ресцеина из полимерных носителей в условиях in 
vitro в среды, имитирующие биологические жид-
кости в организме человека при перроральной до-
ставке, является pH-зависимым процессом. Таким 
образом, полиэлектролитные комплексы хитозана 
и κ-каррагинана рассматриваются в качестве пер-
спективных биосовместимых наноносителей для 
лекарственных средств анионной природы, детек-
тирование которых можно осуществлять с помо-
щью спектральных методов.
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