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Наночастицы (НЧ) занимают важное положение в фармацевтических, биологических и медицинских дис-
циплинах. Полимерные наночастицы имеют большие перспективы в качестве наноносителей, которые могут 
инкапсулировать молекулы лекарств и других активных химических веществ, доставлять их в указанное место 
и высвобождать регулируемым образом. Хитозан является одним из наиболее популярных полимеров в науке, 
который активно исследуется в последнее десятилетие; он является вторым по распространенности после целлю-
лозы, природным полисахаридом. Полимерные НЧ на основе хитозана могут выступать в качестве превосходных 
носителей лекарственных средств благодаря некоторым присущим им полезным свойствам, включая биосовме-
стимость, способность к биологическому разложению, нетоксичность, биоактивность и простоту получения [1]. 
Благодаря своей гидрофильной природе, хитозан является идеальным исходным материалом для биосовмести-
мых и биоразлагаемых гидрогелей [2]. Более того, катионные характеристики хитозана сделали его популярным 
средством доставки генов и лечения рака. Таким образом, особое внимание уделяется использованию НЧ хитоза-
на в разработке новых систем доставки лекарств [3–5].

Транспорт и высвобождение лекарств из НЧ на основе хитозана зависят от степени перекрестного связыва-
ния, морфологии, размера и плотности системы частиц, а также от физико-химических свойств лекарства. Все 
эти аспекты необходимо учитывать при разработке новых НЧ на основе хитозана в качестве потенциальных си-
стем доставки лекарственных средств [2].

НЧ хитозана обладают хорошей мукоадгезивной способностью, повышенным поглощением клетками по 
сравнению с нейтральными полимерами (например, декстран), и высокой скоростью растворения гидрофобных 
лекарственных средств. Кроме того, хитозан обеспечивает стабильность лабильных препаратов в ЖКТ, их усвоя-
емость и контролируемое высвобождение, поскольку частицы находятся в наноразмерном диапазоне, что позво-
ляет эффективно преодолевать биологические барьеры. Однако НЧ хитозана также имеют некоторые недостат-
ки: низкое механическое сопротивление, трудно контролируемые форма и размер частиц. Низкая растворимость 
хитозана при физиологическом рН негативно влияет на всасывание и вызывает предсистемный метаболизм при 
пероральном приеме лекарственных средств [1].

Одним из наиболее изученных свойств хитозана является его антимикробный эффект, охватывающий все 
сферы применения - от биомедицины до косметики и от пищевых продуктов до сельского хозяйства. Чтобы ис-
пользовать антимикробную активность хитозана вместе с его особыми свойствами для производства самосохра-
няющихся материалов, было проведено множество исследований. Это привело к разработке большого ассорти-
мента продуктов, содержащих хитозан в виде гранул, пленок, волокон, мембран и гидрогелей, предназначенных 
для различных применений.

Точный механизм антибактериальной активности еще предстоит полностью понять. Известно, что на анти-
микробную активность хитозана влияет ряд факторов, которые действуют упорядоченным и независимым об-
разом. Наиболее распространенной предполагаемой антибактериальной активностью хитозана является связы-
вание с отрицательно заряженной клеточной стенкой бактерий, вызывающее разрушение клетки, таким образом 
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изменяя проницаемость мембраны, с последующим прикреплением к ДНК, вызывающим ингибирование репли-
кации ДНК и последующую гибель клеток.

Тем не менее, текущие исследования по-прежнему направлены на дополнительное улучшение свойств хи-
тозана. Предпринимаются усилия по повышению его низкой растворимости в физиологических рН, увеличению 
специфичности по отношению к сложным биологическим системам путем химической модификации чистого хи-
тозана или путем его комбинирования с другими полимерами или неорганическими материалами [1]. Уже были 
разработаны новые модифицированные НЧ и нанокомпозиты на основе хитозана, обладающие более или менее 
улучшенными свойствами. Такие инновационные системы с НЧ обеспечивали, в большей или меньшей степени, 
нетоксичность, биосовместимость и стабильность доставки препаратов [3].

Приготовление НЧХ часто проводят в мягких условиях, поскольку хитозан растворим в кислых водных рас-
творах при комнатной температуре и не требует никаких токсичных органических растворителей или нагревания.

Ковалентное сшивание относится к соединению двух или более молекул вместе посредством ковалентных 
химических связей. В случае НЧ образуются ковалентные связи между хитозаном и функциональным сшиваю-
щим агентом [3]. Сшивающие вещества обычно содержат несколько функциональных групп, ответственных за 
ковалентное сшивание. Множественные связи между различными полимерными цепями позволяют наноматери-
алам формировать трехмерную структуру. Наиболее часто используемыми сшивающими веществами являются 
глутаровый альдегид, ванилин, генипин, полиэтиленгликоль и триполифосфат. Свободные аминогруппы на хи-
тозане также обеспечивают способность к ионному сшиванию, что позволяет осуществлять посадку на хитозан 
широкого спектра соединений различной природы (белков, РНК, ДНК, нуклеотидов и олигонуклеотидов) прямо 
и опосредованно с использованием сшивающих агентов, что было ранее описано в литературе.

НЧ с высокой долей сшивающего агента демонстрируют меньшее набухание, меньшее проникновение воды 
внутрь и диффузию лекарственного средства в среду. Механическая прочность частиц возрастает при увеличении 
сшивки (например, анионами, декстраном, глиоксалем, генипином, триполифосфатом, формальдегидом, глута-
ровым альдегидом).

Более того, многие факторы могут влиять на действие вакцинных адъювантов и систем доставки. Напри-
мер, размер НЧ будет влиять на их всасывание в организме, трансмембранную транспортную способность НЧ, 
а положительный заряд, характерный для хитозана, будет легко взаимодействовать с отрицательно заряженными 
поверхностями (такимикак слизистые оболочки), тем самым влияя на иммунный эффект. 

Среди существующих методов получения НЧнекоторые токсичны для клеток из-за использования в них 
органических растворителей. Удаление органических растворителей очень важно. Кроме того, выбор поверх-
ностно-активных веществ также оказывает большое влияние на размер частиц, морфологию и стабильность на-
ночастиц, поэтому требования к исследованиям и разработкам поверхностно-активных веществ становятся все 
более жесткими, чтобы обеспечить применение наноматериалов в различных областях. Кроме того, необходимы 
доклинические исследования для оценки безопасности наноносителей на основе хитозана. Следовательно, не-
обходимо выбрать соответствующий метод синтеза в соответствии с различными областями применения НЧ, 
и следует получать больше нетоксичных НЧ.

Использованный в данном исследовании штамм Escherichia coli K-12 был предоставлен Белорусской кол-
лекцией непатогенных микроорганизмов Института микробиологии НАН Беларуси.

Хитозан (размер 100-300 кДа, степень деацетилирования ≥75%) (Acros Organics, Бельгия) растворяли в 1% 
растворе уксусной кислоты до концентрации 10 мг/мл с последующим перемешиванием в течение 1 ч на орби-
тальном шейкере при скорости вращения 200 об/мин. Полученный раствор разделили на аликвоты объемом 2 мл.

Затем готовили серию растворов ванилина в 96 % этаноле следующих концентраций (мг/мл): 25, 50, 100, 
150, 250 и 500.

Далее готовили гидрогели с массовым соотношением (хитозан:ванилин) 10:1, 5:1, 5:2, 5:3, 1:1 и 1:2 путем до-
бавления по каплям свежеприготовленных растворов ванилина в количестве 0,4 мл к 2 мл раствора хитозана при 
постоянном перемешивании на магнитной мешалке при скорости вращения 1000 об/мин при комнатной температуре. 

Растворы высушивали в термостате с 55°с в течение суток. После высушивания каждого образца отобрали 
по 6 мг геля для микробиологического анализа.

Те же действия, только в других соотношениях, были проделаны для глутаральдегида, триполифосфата, 
аденозинтрифосфорной кислоты и лимонной кислоты в качестве сшивающих агентов. 

Для определения антибактериальной активности НЧ ранее приготовленные чашки маркером разделяли на 
сектора в соответствии с количеством проб, после чего на поверхность агарового слоя в центр сектора стериль-
ным шпателем выкладывали образцы НЧ. Сектора подписывали в соответствии с нанесенным образцом, чашки 
Петри помещали в термостат с температурой 37 °С на 18 ч. Антибактериальную активность определяли по на-
личию зон задержки роста бактерий на соответствующих секторах.

После добавления сшивающих агентов к раствору хитозана наблюдали следующие изменения: растворы 
мутнели и приобретали желтоватую окраску, интенсивность окрашивания зависела от конечной концентрации 
агента. Также, было отмечено желирование образцов с равными соотношениями массы компонентов или с из-
бытком агента.

После высушивания проб в термостате, была замечена зависимость способности гидрогеля сохранять воду от 
соотношения хитозана и сшивающего агента. В случае с ванилином пробы 6 и 7, соответствующие соотношению 
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хитозан:ванилин – 1:1 и 1:2 соответственно, даже спустя сутки при 55 °С не были высушены до состояния плёнки 
и оставались в гелеобразном состоянии.

Антибактериальную активность определяли по наличию зон задержки роста бактерий на соответствующих 
секторах. Результаты исследования представлены в таблицах 1-5, где “-” – отсутствие зон задержки роста бакте-
рий, “+” – наличие зон задержки роста бактерий, “++” – наличие особо больших зон задержки роста бактерий.

Таблица 1
Наличие зон задержки роста для гидрогеля хитозан/ванилин

Соотношение хитозан/ванилин 10:1 5:1 5:1 5:3 1:1 1:2
Наличие зон задержки роста - - + + ++ ++

Таблица 2
Наличие зон задержки роста для гидрогеля хитозан/глутаральдегид

Соотношение хитозан/глутаровый альдегид 1:5 1:10 1:20 1:2 1:1 1:0,5 1:0,2
Наличие зон задержки роста + ++ ++ + + - -

Таблица 3
Наличие зон задержки роста для гидрогеля хитозан/триполифосфат

Соотношение хитозан/триполифосфат 1:0,2 1:0,33 1:0,5 1:1 1:2 1:3 1:5
Наличие зон задержки роста + + + + + - -

Таблица 4
Наличие зон задержки роста для гидрогеля хитозан/АТФ

Соотношение хитозан/АТФ 5:1 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 1:5
Наличие зон задержки роста - - - - - - -

Таблица 5
Наличие зон задержки роста для гидрогеля хитозан/лимонная кислота

Соотношение хитозан/лимонная кислота 5:1 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 1:5
Наличие зон задержки роста ++ ++ + + - - -

Мы продемонстрировали возможность получения наночастиц хитозана с использованием ванилина, глута-
ральдегида, триполифосфата, АТФ и лимонной кислоты в качестве сшивающих агентов. Соотношение хитозана 
и агента было определяющим для проявления антибактериальных и физических свойств. 

Минимальное соотношение хитозана и ванилина в получаемых наночастицах, обладающих бактериостати-
ческим действием, было 5:2; зоны задержки роста увеличивались с увеличением соотношения в сторону вани-
лина. При достижении соотношения хитозан:ванилин – 1:1 нами не было зафиксировано дальнейшего усиления 
антибактериальной активности. 

Зоны задержки роста бактерий с гидрогелем хитозан/глутаральдегид возрастали с увеличением концентра-
ции глутаральдегида и только начиная с соотношения 1:1. Наибольший диаметр зоны задержки роста был зафик-
сирован у проб 2 и 3 из использованных (соотношение хитозан:глутаральдегид– 1:10 и 1:20). К сожалению, чем 
дальше соотношение удалялось от 1:1, тем больше терялось физических свойств гидрогеля.

Бактериостатическое действие гидрогеля хитозан/триполифосфат незначительно, размеры зоны возрастали 
с уменьшением концентрации триполифосфата. Таким образом, антибактериальная активность не была зафикси-
рована у проб соотношения хитозан/триполифосфат – 1:3 и 1:5. В то же время свойства гидрогеля значительно не 
изменялись по сравнению с гидрогелями хитозан/глутаральдегид. 

Незначительные зоны задержки роста бактерий с гидрогелем хитозан/АТФ образовались вокруг всех проб, 
причём размеры зоны не рознились. 

Лимонная кислота в свою очередь дала очень разные результаты при сшивании хитозана как по физиче-
ским, так и по биологическим свойствам. Причем гель образовался только при недостатке кислоты, а осадок 
только при удалении от соотношения хитозан/лимонная кислота – 1:1. Согласно проведенному исследованию, 
антибактериальная активность была зафиксирована у осадков проб 1 и 2, также у гидрогелей/плёнок 1,2,3 и не-
значительная активность в пробе 4; наибольший диаметр зоны задержки роста был зафиксирован у проб 1 и 2 из 
использованных (соотношение хитозан:ЛК – 5:1 и 3:1). К сожалению, достичь правильного состояния гидрогеля 
при ипользовании лимонной кислоты возможно лишь при использовании соотношения 1:1. Если же придержи-
ваться соотношния хитозан/ЛК – 2:1, после высушивания получается плёнка. А при увеличении доли лимонной 
кислоты получается только гетерогенная жидкость.
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В работе приведены полуэмпирические и теоретические расчеты молекулы 5-формил-2-метоксифенил 
(3as,6r,7s,7ar)-2-метил-1-оксо-1,2,3,6,7,7a-гексагидро-3a,6-эпоксиизоиндол-7-карбоксилата, в среде раство-
рителя (вода), ее спектр поглощения и оптимизированная структура с значением полной энергии системы.

The paper presents the data of semi-empirical and theoretical calculations of 5-formyl-2-methoxyphenyl 
(3AS,6R,7S,7AR)-2-methyl-1-oxo-1,2,3,6,7,7a-hexahydro-3a,6-epoxyisoindole-7-carboxylate molecule, in the 
solvent (water), their absorption spectrum and the optimized structure with the value of the total energy of the system.
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Предварительное квантово-химическое моделирование молекулы. Для расчетов использован персо-
нальный компьютер с процессором AMD Ryzen 5 1600 (2.21 GHz CPU) с установленной операционной системой 
Ubuntu 20.04.2. При вычислениях стартовой геометрии молекулы выбран метод молекулярной механики (ММ+) 
программного пакета HyperChem 08. Выбор метода ММ+ обоснован тем, что он разработан для органических 
молекул, учитывает потенциальные поля, формируемые всеми атомами рассчитываемой системы, и позволяет 
гибко модифицировать параметры расчета в зависимости от конкретной задачи. Стартовую геометрию молеку-
лы дополнительно оптимизировали в среде растворителя (вода) полуэмпирическим методом PM6 программного 


