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В настоящей работе хитозановые частицы с включенным в полимерную матрицу коллоидным 
серебром были приготовлены введением хитозана в  подкисленный золь наночастиц серебра 
с  последующей двухстадийной сшивкой капель полученного раствора ионотропным 
гелеобразованием на первой стадии и ковалентным сшиванием полимерной матрицы с адипиновой 
кислотой — на второй. Морфология поверхности хитозановых частиц была изучена с помощью 
сканирующей электронной микроскопии. Данные, полученные с  помощью Фурье-ИК-
спектроскопии, подтвердили образование ковалентных связей между хитозаном и адипиновой 
кислотой. Оценку антибактерильной активности полученных частиц по отношению к культурам 
S. aureus и E. coli проводили методом диффузии в агар. Было показано, что хитозановые частицы, 
содержащие наноструктурированное серебро, обладают антимикробной активностью в отношении 
исследуемых штаммов и  могут использоваться как основа для создания биодеградируемых 
ранозаживляющих покрытий с длительным антибактериальным эффектом.
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В  последние годы большое количество ра-
бот посвящено разработке ранозаживляющих по-
крытий на основе хитозановых носителей биоло-
гически активных веществ (БАВ) [1–4]. Хитозан 
является натуральным, нетоксичным, биосов-
местимым и биодеградируемым полимером, обла-
дающим антимикробной активностью [5]. Благо-
даря перечисленным свойствам, он  имеет боль-
шой потенциал в качестве материала для создания 
подобных систем доставки БАВ. В ряде работ ав-
торы получали хитозановые макросферы с вклю-
ченными антимикробными агентами, которые мо-
гут быть предложены для медицинского примене-
ния в составе средств для заживления ран [6–9].

В  качестве одного из  перспективных действу-
ющих веществ, обладающих антибактериальной 

активностью, коллоидное серебро может быть ис-
пользовано для включения в  хитозановые носите-
ли  [10–15]. Биомедицинское применение наноча-
стиц серебра обусловлено их бактерицидными, фун-
гицидными и антиоксидантными свойствами [16].

Ранее, Yadollahi с  соавторами  [9] получали 
сшитые триполифосфатом натрия макросферы 
на основе хитозана, в процессе приготовления ко-
торых нитрат серебра вводили в раствор полиме-
ра и впоследствии восстанавливали боргидридом 
натрия. Полученные частицы хитозана, содержа-
щие коллоидное серебро, проявляли антибактери-
альную активность в отношении как грамположи-
тельных, так и грамотрицательных бактерий.

В  данной работе были получены макросфе-
ры хитозана с введенным в них золем наночастиц 

Список сокращений: БАВ – биологически активные вещества; ИК – инфракрасный; КГК – калиевые соли гуминовых кислот; 
МПК – минимальная подавляющая концентрация; НЧ – наночастицы; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия; УФ – 
ультрафиолетовый; ЦКП – центр коллективного пользования.
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серебра. Отверждение хитозановой оболочки 
проводили двухстадийной сшивкой: ионотроп-
ным гелированием с  помощью гексаметафосфа-
та натрия и  ковалентной сшивкой адипиновой 
кислотой при нагревании. Последняя стадия яв-
ляется нетривиальным методом получения хито-
зановых макросфер. Сшивка хитозановых частиц 
ди- и трикарбоновыми кислотами при повышен-
ных температурах с  образованием ковалентной 
связи редко встречается в  литературе, несмотря 
на то, что несомненным преимуществом описан-
ного способа является возможность отказа от ис-
пользования токсичных конденсирующих реаген-
тов, таких как 1-этил-3-(3-диметиламинопропил) 
карбодиимид [17]. Так, Orienti с соавторами [18] 
получали хитозановые микросферы для достав-
ки индометацина на  основе обратной эмульсии 
вода/растительное масло, сшитые лимонной ки-
слотой при 120 оС (термальный метод сшивания). 
Piatkowski с  соавторами  [19] сшивали хитозано-
вые макросферы глутаминовой кислотой при 140–
160 оС в условиях микроволнового облучения.

Были изучены физико-химические характе-
ристики полученных нами макросфер хитозана, 
содержащих коллоидное серебро, и  проведена 
оценка их антибактериальных свойств в отноше-
нии грамположительных и  грамотрицательных 
бактерий.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Получение золя НЧ серебра
3,145  г AgNO3 (квалификации ХЧ) растворя-

ли в 10 мл дистиллированной воды, затем при по-
стоянном перемешивании раствор прикапыва-
ли к  200  мл  предварительно отфильтрованного 
0,9% раствора калиевых солей гуминовых кислот 
(КГК) (АО «Щелково Агрохим», Россия). Добав-
ляли водный раствор аммиака 25% (ЧДА) до пол-
ного растворения выпавшего осадка. Систему пе-
ремешивали в течение 30 мин при 50 °С, затем об-
рабатывали ультразвуком (Elma S30-H Elmasonic, 
Elma Schmidbauer GmbH, Германия), при 
70 оС в течение 60 мин. По окончанию воздейст-
вия ультразвука полученный золь оставляли при 
комнатной температуре до  полного остывания 
и далее отфильтровывали на воронке Бюхнера.

Оценка характеристик золя наночастиц серебра
Определение рН  золя проводили с  помощью 

pH-метра FiveEasy «Mettler Toledo» (Швейцария) 
с использованием стеклянного электрода.

Анализ спектральных свойств наночастиц 
(НЧ) серебра проводили с  помощью спектроме-
тра GBC Cintra 303 (GBC, Австралия) в  центре 

коллективного пользования (ЦКП) РХТУ им. 
Д.И. Менделеева с использованием кюветы с тол-
щиной слоя 10 мм. Измерения выполняли в диа-
пазоне длин волн от 340 нм до 510 нм при разбав-
лении образца золя в 300 раз.

Определение гидродинамического радиу-
са наночастиц серебра проводили методом дина-
мического светорассеяния с  помощью лазерно-
го анализатора Nanotrac ULTRA (Microtrac Inc., 
США) в ЦКП РХТУ им. Д.И. Менделеева.

Определение электрокинетического потен-
циала наночастиц серебра, основанное на  изме-
рении электрофоретической подвижности ча-
стиц с  использованием эффекта Доплера, про-
водили с  помощью прибора Zetasizer Nano 
ZS (Malvern Instruments Ltd, Великобритания).

Получение хитозановых частиц 
с наносеребром

Для получения хитозановых частиц с  вклю-
ченным в  полимерную матрицу коллоидным се-
ребром к  3%-ному раствору уксусной кислоты 
в  золе серебра при перемешивании на  магнит-
ной мешалке и  нагревании добавляли хитозан 
(500  кДа, степень деацетилирования 83%, ЗАО 
«Биопрогресс», Россия), затем полученный 2% 
раствор полимера прикапывали к  6%-ному рас-
твору гексаметафосфата натрия в воде. Сформи-
ровавшиеся капли раствора хитозана отвержда-
ли в  течение 20 мин при перемешивании и ком-
натной температуре. Частицы отфильтровывали 
и промывали дистиллированной водой, затем до-
бавляли к 3%-ному раствору адипиновой кислоты 
и выдерживали при перемешивании и нагревании 
(80 °С) в  течение 15  мин. После второй стадии 
сшивки полученные частицы отфильтровывали 
и  промывали дистиллированной водой. Образец 
хитозановых частиц, не  содержащий наносере-
бро (контроль), получали по описанной выше ме-
тодике, при использовании 3%-ного раствора ук-
сусной кислоты в воде для растворения хитозана.

Оценка характеристик хитозановых частиц
Изучение микроструктуры поверхности хи-

тозановых частиц с включенным наносеребром 
и  контрольного образца проводили на  скани-
рующем электронном микроскопе JEOL JSM-
6490  LV  (Япония) при ускоряющем напряже-
нии 15 кВ, детекторе SEM, размере электронно-
го пучка 30, в  высоком вакууме. Исследуемые 
образцы фиксировали на  предметном диске 
с помощью двухсторонней углеродной клейкой 
ленты и  покрывали 24  нм  (50  сек при 40  мА) 
слоем платины в автоматическом коутере JEOL 
JFC-1600 (Япония).
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При выполнении дисперсионного анали-
за подсчёт макросфер по  фракциям проводили, 
используя не  менее 300  частиц каждого образ-
ца. По  результатам анализа рассчитывали сред-
нечисленный диаметр макросфер по  формуле:  
Dn = ∑ ni Di / ∑ ni, где ni  — число частиц с  диаме-
тром Di (мм).

Инфракрасные спектры образцов хитозано-
вых макросфер снимали на ИК–Фурье спектроме-
тре IR-380 (Nicolet, Thermo Electron Corporation, 
Waltham, MA, США) с использованием таблеток 
KBr в ЦКП РХТУ им. Д.И. Менделеева.

Определение минимальной подавляющей 
концентрации (МПК) золя серебра

Для определения минимальной подавляющей 
концентрации (МПК) золя серебра в  отноше-
нии тест-микроорганизмов Esherichia coli АТСС 
25 922 (штамм из Американской коллекции типо-
вых культур (American Type Culture Collection)) 
и  Staphylococcus aureus FDA 209  P  (штамм 
из  коллекции микроорганизмов ФБУН Государ-
ственного научного центра прикладной микро-
биологии и  биотехнологии (ФБУН ГНЦ ПМБ)) 
использовали метод серийных разведений. Ис-
пытуемые образцы, концентрации препара-
та в  которых отличались в  соседних пробирках 
в 2 раза, получали разведением золя наночастиц 
серебра с исходной концентрацией Ag 1%, КГК 
0,9% в  L-бульоне. Суспензию тест-организмов 
готовили из предварительно выращенных на ско-
шенном L-агаре тест-культур микроорганизмов 
путем смыва стерильной дистиллированной во-
дой до  получения мутности, соответствующей 
по  плотности 0,5  по  стандарту Мак-Фарланда 
и  содержащий 1,5∙108 К ОЕ/мл. По  0,5  мл  ино-
кулюма вносили в  каждую пробирку, содержа-
щую по  0,5  мл  соответствующего разведения 
золя. Суспензию тест-штамма без золя исполь-
зовали в качестве контроля. Пробирки инкубиро-
вали при температуре 37 °С 24 ч и выдерживали 
в течение сут при комнатной температуре. Учет 
результатов включал определение коэффициен-
тов пропускания и  оптической плотности рас-
твора в пробирках с исследуемыми и контроль-
ными образцами на  спектрофотометре UNICO 
1201 (UNIСО, США). Эксперименты проводили 
в трех повторностях.

Оценка антимикробной активности 
хитозановых частиц с включенным 
золем серебра

Исследование антимикробной активности 
незаполненных хитозановых частиц и  образ-
цов с  включенным золем серебра проводили 

методом диффузии в  агар. В  качестве тест-ми-
кроорганизмов использовали чистые культу-
ры Esherichia coli АТСС 25 922 и Staphylococcus 
aureus FDA 209  P. В  чашки Петри с  L–агаром 
вносили тест-культуры, сверху помещали ис-
пытуемые образцы, предварительно выдержан-
ные в дистиллированной воде в течение 72 ч [9]. 
Чашки Петри инкубировали 24  ч  в  термостате 
при 37 °С и определяли диаметры зон ингибиро-
вания роста микроорганизмов хитозановыми ча-
стицами, модифицированными коллоидным се-
ребром, и контрольными образцами, не содержа-
щими наночастицы серебра.

Для выявления пролонгированного действия 
испытуемых образцов на  микроорганизмы чаш-
ки выдерживали в  течение 8  сут в  термостате 
при 37 °С  и  фиксировали изменения результатов 
на 3 и 8 сутки эксперимента. Эксперименты про-
водили в трех повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение и свойства наночастиц серебра
Гидрозоль серебра с  содержанием металли-

ческих наночастиц 1% масс. был синтезирован 
восстановлением AgNO3  в  присутствии гумино-
вых веществ в  водно-аммиачной среде. Показа-
тель pH золя составлял 9,15. Появление в спектре 
экстинкции полученного образца интенсивной 
полосы поглощения на длине волны возбуждения 
поверхностных плазмонов (λ = 420 нм) подтвер-
ждало формировании коллоидного серебра в  ги-
дрозоле (рис. 1).
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Рис. 1. Спектр экстинкции гидрозоля серебра.

Fig. 1. The extinction spectrum of silver nanoparticles

Гидродинамические радиусы наночастиц 
в  золе были определены методом динамиче-
ского светорассеяния и находились в диапазоне 
от 10 до 50 нм, при этом наиболее вероятным 
являлось значение, равное 10 нм (рис. 2). Элек-
трокинетический потенциал частиц серебра со-
ставлял –10 мВ.
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Получение хитозановых частиц 
с включенным золем серебра 
и их характеристики

В работе были получены хитозановые части-
цы с включенным золем серебра (МС1) и изучены 
их свойства. Незаполненные макросферы хитоза-
на (МС2) использовали в качестве контроля.

При получении частиц наносеребро вводили 
в раствор хитозана, капли которого впоследствии 
отверждали двухстадийной сшивкой. На  первой 
стадии капли раствора хитозана сшивали мето-
дом ионотропного гелирования в растворе гекса-
метафосфата натрия при комнатной температу-
ре, затем выдерживали при перемешивании и на-
гревании в водном растворе адипиновой кислоты 
до  образования ковалентных связей между ами-
ногруппами хитозана и карбоксильными группа-
ми дикарбоновой кислоты. Были получены части-
цы сферической формы, полые внутри (рис. 3). 
Среднечисленный диаметр частиц, содержащих 
золь МС1, составлял 1,64 мм, незаполненных ча-
стиц МС2 — 0,84 мм. Распределение макросфер 
по размерам приведено на рис. S1 а,b  (дополни-
тельный материал).

Исследование образцов МС1  и  МС2  с  помо-
щью СЭМ показало, что частицы в обоих образ-
цах имели гладкую поверхность с незначительны-
ми шероховатостями, в  большей степени прису-
щими незаполненным макросферам (рис. S2 а,b) 
(дополнительный материал).

На рис 4 приведены Фурье-ИК спектры хито-
зановых макросфер, сшитых гексаметафосфатом 
натрия и адипиновой кислотой.

В спектрах образцов МС1 и МС2 присутство-
вали пики в  области 1190, 1060  и  1025  см-1, ха-
рактерные для хитозана и  отвечающие вален-
тным колебаниям –C–O–С группы в простых эфи-
рах, –С–О связи вторичных спиртов и С–С связи, 
соответственно  [20]. Пик при 1236  см-1  образ-
ца МС1  соответствовал валентным колебаниям 
С–N связи в алифатических аминах. Присутствие 
в спектрах пиков при 860 и 890 см-1, отвечающих 
валентным колебаниям –P=O связи, свидетельст-
вовало о  взаимодействии между гексаметафос-
фатом натрия и  протонированными аминогруп-
пами хитозана [21]. На образование ковалентной 
связи между адипиновой кислотой и  хитозаном 
указывали пики в  области 1700–1630  см-1 (амид 
I, валентные колебания –С=O  группы в  амидах) 
и 1620–1510 см-1 (амид II, деформационные коле-
бания N–H связи и валентные колебания C–N свя-
зи в амидах). Смещение первого из указанных пи-
ков в коротковолновую область спектра при вве-
дении золя серебра в хитозановые частицы (пики 

Рис. 2. Распределение по размерам наночастиц золя 
серебра.

Fig. 2. Size distribution of silver nanoparticles

Рис. 3. Фотографии хитозановых частиц (до сушки): 
(a) МС1 и (b) МС2.

Fig.3. Photographs of wet chitosan beads (a) МС1 and 
(b) МС2.
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Рис. 4. Фурье-ИК спектры образцов (a) МС1 и  (b) 
МС2.

Fig.4. FT-IR spectra of chitosan beads (a) МС1 and (b) 
МС2.
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при 1652  и  1684  см-1  образцов МС1  и  МС2), 
по  всей вероятности, происходило вследст-
вие связывания атомов азота с  металлическими 
наночастицами [12].

Антимикробная активность наночастиц 
серебра

Оценку антибактерильной активности золя 
наночастиц серебра проводили методом серийных 
разведений. В  качестве тест-штаммов использо-
вали Esherichia coli АТСС 25 922 и Staphylococcus 
aureus FDA 209 P.

Было показано, что полученный золь облада-
ет высокой антибактериальной активностью в от-
ношении исследованных тест-штаммов, при этом 
оказывает более сильное действие на  грамотри-
цательные бактерии. В отношении Esherichia coli 
АТСС 25  922  подавление роста бактерий проис-
ходило при концентрации наночастиц серебра ме-
нее 19,5  мкг/мл, тогда как минимальная подав-
ляющая концентрация золя для Staphylococcus 
aureus FDA 209 P составила 39,1 мкг/мл,

Антимикробная активность хитозановых 
частиц с включенным золем серебра

На  рис 5  и  в  табл. 1  представлены данные 
эксперимента по  изучению действия хитоза-
новых частиц с  введенным в  полимерную ма-
трицу золем серебра на  Esherichia coli АТСС 
25 922  и  Staphylococcus aureus FDA 209  P  на  L-
агаризованной среде.

Контрольный образец практически не оказы-
вал бактерицидного действия в отношении тест-
культур. Образец, содержащий наносеребро инги-
бировал рост как граммположительных бактерий 
Staphylococcus aureus так и  грамотрицательных 
Esherichia coli. С течением времени наблюдалось 
некоторое уменьшение диаметров зон ингиби-
рования роста тест-штаммов, но  в  целом бакте-
рицидное действие хитозановых частиц с  вклю-
ченным золем серебра оставалось достаточно 
устойчивым в  течение 8  сут. Это связано с  про-
лонгированным высвобождением коллоидного 
серебра из ковалентно сшитой хитозановой обо-
лочки частиц МС1, в  результате которого анти-
микробный эффект полученного образца может 
сохраняться длительное время. Для сравнения, 
диаметры зон подавления роста Esherichia coli со-
держащими наночастицы серебра макросферами 
хитозана, сшитыми триполифосфатом натрия, ко-
торые получали Yadollahi с соавторами [9], нахо-
дились в диапазоне от 5 до 8 мм по истечении 24 ч, 
но уменьшались до нуля за 7 дней эксперимента.

Предложенный нами способ сшивки поли-
мерной матрицы макросфер позволил получить 

хитозановые частицы с включенным коллоидным 
серебром, обладающие пролонгированным ан-
тибактериальным эффектом в  отношении штам-
мов Esherichia coli АТСС 25 922 и Staphylococcus 
aureus FDA 209  P  и  большей эффективностью 
в  отношении лизиса тестируемого грамотри-
цательного штамма по  сравнению с  описанны-
ми ранее в  литературе образцами  [9]. Получен-
ные биодеградируемые макросферы, содержащие 
наноструктурированное серебро, могут исполь-
зоваться как основа для создания биодеградиру-
емых ранозаживляющих покрытий с длительным 
антибактериальным эффектом.

a

b

Рис. 5. Зоны подавления роста тест-штаммов 
Esherichia coli АТСС 25 922 (a) и  Staphylococcus 
aureus FDA 209  P  (b) образцами хитозановых ча-
стиц МС1 и МС2.

Fig. 5. The inhibition zones of  against (a) Esherichia 
coli АТСС 25 922 and (b) Staphylococcus aureus FDA 
209 P for the chitosan beads.

Та бл и ц а  1
Диаметры зон подавления роста тест-штаммов 
Esherichia coli АТСС 25 922 и Staphylococcus aureus 
FDA 209 P образцами хитозановых частиц.
The inhibition zones of against Esherichia coli АТСС 
25 922 and Staphylococcus aureus FDA 209 P for the 
chitosan beads.

Образец Тест-штамм
Диаметр зон подавления 

роста бактерий, мм
1 день 3 дня 8 дней

МС1
E. coli 9 8,5 7,5
S. aureus 8 7 6

МС2
E. coli 0 0 0
S. aureus 0 0 0



92 Biotechnology  2020  V. 36  No. 4

 Седякина и др.

ФИНАНСИРОВАНИЕ

Данная работа поддержана «Проектом повы-
шения конкурентоспособности ведущих россий-
ских университетов среди ведущих мировых на-
учно-образовательных центров».

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в  рамках научного проекта 
№ 18-29-18039.

Дополнительный материал
Электронная версия статьи содержит дополни-

тельный материал, доступный безвозмездно на сай-
те журнала http://www.biotechnology-journal.ru

Рис. S1. Гистограммы распределения по  размерам 
образцов (a) МС1 и (b) МС2 (после сушки).

Рис. S2. СЭМ-микрофотографии образцов МС1 (a) 
и МС2 (b).
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Abstract–Chitosan beads with colloidal silver nanoparticles inclued in the polymer matrix have been 
obtained by the introduction of chitosan into an acidified nanosilver sol. Dual interconnection of drops 
of  the resulting solution was then carried out by  ionotropic gelation at  the first stage and covalent 
crosslinking of the polymer matrix with adipic acid at the second stage. The surface morphology of the 
obtained beads was studied by scanning electron microscopy. Data of Fourier transform IR spectroscopy 
confirmed the formation of covalent bonds between chitosan and adipic acid. The antibacterial activity 
of obtained beads against S. aureus and E. coli was evaluated using agar diffusion test. It was shown 
that the сhitosan beads modified with nanostructured silver exhibited an antibacterial effect against the 
tested strains, and they can be used as a basis for creating biodegradable wound healing dressings with 
a prolonged antibacterial effect.
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Fig. S1. Particle size distributions in dry chitosan beads (a) МС1 and (b) МС2.

Fig. S2. SEM microphotographs of МС1 (a) и МС2 (b).
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