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Методом ионотропного гелеобразования получены микросферы альгината кальция, модифицирован-
ные хитозаном, со средним диаметром 2.0 ± 0.05 мм для иммобилизации антибиотика цефотаксима. 
Установлено, что на формирование гелевых микросфер оказывает влияние состав исходных реа-
гентов, а также условия формирования частиц. Эффективность инкапсулирования цефотаксима 
составила 93–95%. Методами кондуктометрии, динамического светорассеяния и ИК-спектроскопии 
изучено формирование полиэлектролитного комплекса альгинат–хитозан в водных растворах. Изучена 
кинетика высвобождения лекарственного средства из микрочастиц альгината кальция в физиологиче-
ский раствор в условиях in vitro. Показано, что наличие поверхностного слоя хитозана на микросферах 
альгината кальция позволяет увеличить время выхода цефотаксима. Анализ кинетических данных 
высвобождения лекарственного средства в рамках математической модели Корсмейера–Пеппаса 
показал значительное отклонение механизма диффузии цефотаксима от классического механизма, 
вероятной причиной чего является взаимодействие цефотаксима с хитозаном.
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Разработка новых систем адресной доставки ле-
карственных средств вызывает большой интерес, так 
как они обладают рядом преимуществ перед традици-
онными лекарственными препаратами: уменьшение 
дозировки лекарственного средства, снижение выра-
женности побочных эффектов и пролонгированное 
лечебное действие. 

Ключевыми факторами при разработке систем 
доставки являются структура частиц-носителей, со-
держание лекарственного средства и фармакокине-
тические профили его высвобождения. Полимерные 
гелевые микрочастицы являются перспективными 
носителями лекарственных средств, поскольку по-
лимер выступает в роли мембраны, регулирующей 
скорость высвобождения лекарственного средства и 
обеспечивающей желаемый профиль высвобождения. 
Недостатком индивидуальных полимерных носите-
лей является быстрое высвобождение лекарственного 
средства из полимерной матрицы, что приводит к 

неэффективному расходованию активных компонен-
тов лекарственных средств. Для увеличения времени 
высвобождения лекарственного средства из полимер-
ного носителя применяют метод модификации по-
верхности полимерных частиц другими полимерами. 
Наличие поверхностного слоя, увеличивающего тол-
щину полимерной матрицы, через который диффун-
дирует лекарственное средство, позволяет уменьшить 
скорость его высвобождения из носителя [1, 2].

Важнейшими требованиями, предъявляемыми 
к полимерным носителям, являются биосовмести-
мость и способность к биодеградации. Этим требо-
ваниям отвечают производные альгиновой кислоты. 
Альгинат натрия является линейным полисахаридом, 
получаемым из бурых морских водорослей. Данный 
биоразлагаемый, нетоксичный полимер обладает 
хорошими гелеобразующими свойствами в присут-
ствии двухзарядных катионов и используется для 
иммобилизации лекарственных средств, липосом, 
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живых клеток [3–5]. Перспективным полимером для 
модификации гелевых частиц альгината является 
природный физиологически активный полимер хи-
тозан. Полиэлектролитная природа данных полиме-
ров обеспечивает возможность их кооперативного 
взаимодействия в водных растворах с образованием 
полиэлектролитных комплексов [6–8]. Это может 
привести к изменениям в кинетике высвобождения 
иммобилизованного в полимерной матрице лекар-
ственного средства и способствовать более выражен-
ному эффекту пролонгации.

Цель работы — получение сферических гелевых 
микрочастиц альгината кальция, модифицированного 
хитозаном, для иммобилизации антибиотика цефо-
таксима, обеспечивающих высокую эффективность 
инкапсулирования лекарственного средства и про-
лонгированное высвобождение.

Экспериментальная часть

В работе применяли образцы альгината натрия с 
молекулярной массой М = 1.08·105 (Molecularmeal) и 
хитозана с М = 3.8·104, степенью деацетилирования 
80% (ЗАО «Биопрогресс»). Модельным лекарствен-
ным средством являлась натриевая соль цефотаксима 
(β-лактамный антибиотик из группы цефалоспори-
нов). Выбор данного лекарственного средства об
условлен тем, что антибиотики цефалоспоринового 
ряда могут использоваться в медицинской практике 
в виде водных растворов с высокой концентраци-
ей. Цефотаксим применяли в виде лекарственного 
препарата Лифоран (АО «Фармасинтез») в форме 
порошка для приготовления раствора для инъек-
ций. Препарат использовали без дополнительной 
очистки. При приготовлении растворов применя-
ли бидистиллированную воду, которую получали 
на установке Бидистиллятор стеклянный БС (ПАО 
«Химлаборприбор»). Чистоту воды контролировали 
по величине удельной электропроводности, которая 
составляла 1.0–3.0 мкСм∙см–1.

Для получения гелевых микросфер альгината 
кальция 2 мл 2%-ного (0.1 моль∙л–1) водного рас-
твора альгината натрия, содержащего цефотаксим 
определенной концентрации, добавляли капельно 
с помощью шприцевого насоса Shenchen ISPLab01 
(Shenzhen Everbest Machinery Industry Co., Ltd) со 
скоростью подачи 0.2 мл·мин–1 в раствор СаСl2·2H2O 
(х.ч., АО «Реахим») концентрацией 0.1 моль·л–1 и 
объемом 10 мл. Содержание цефотаксима (емкость 
загрузки) в образцах составляла 125 мг·г–1. После 
получения частицы несколько раз промывали би-
дистиллированной водой и сушили при комнатной 

температуре в течение 24 ч. При получении микро
сфер альгината кальция, модифицированных хито-
заном, 2%-ный водный раствор альгината натрия с 
цефотаксимом добавляли в раствор хлорида каль-
ция (0.1 моль∙л−1), содержащий хитозан (0.25–2%). 
Дальнейшую обработку образцов проводили так же, 
как в случае не модифицированных хитозаном геле-
вых частиц. Для оценки размера, формы и поверхно-
сти сфер использовали поляризационный микроскоп 
BX-51 (Olympus). 

Синтез полиэлектролитных комплексов альгина-
та натрия с хитозаном проводили путем смешива-
ния эквимолярных растворов хитозана концентра-
цией 0.01 моль·л–1 в 0.1 М растворе HCl (ос.ч., АО 
«Реахим») с водным раствором альгината натрия 
концентрацией 0.01 моль·л–1 в различных объемных 
соотношениях VAlg-Na : VХТЗ (в интервале от 0 до 5). 
Полученные смеси интенсивно перемешивали на маг-
нитной мешалке 1 ч и выдерживали в течение 1 сут 
при комнатной температуре. 

Удельную электропроводность воды и смесей по-
лиэлектролитов измеряли с помощью кондуктометра 
SevenCompact S230 (Mettler Toledo). ζ-Потенциал 
полиэлектролитных комплексов определяли мето-
дом динамического рассеяния света на анализаторе 
размера частиц серии Zetasizer Nano-ZS (Malvern 
Instruments Ltd), оснащенном гелий-неоновым ла-
зером (633 нм, 4 мВт). Определение ζ-потенциала 
проводили методом электрофоретического рассеяния 
света с применением технологии M3-PALS (исполь-
зование быстро и медленно переменного электриче-
ского поля наряду с фазовым и частотным анализом 
рассеянного света).

ИК-спектры образцов полиэлектролитов и по-
лиэлектролитного комплекса получали на Фурье-
спектрометре ALPHA-Т S/N 102706 (Bruker) в спек-
тральном диапазоне 4000–375 см–1 с разрешением 
4 см–1. Образцы измельчали до тонких порошков, 
тщательно перемешивали с KBr и спрессовывали в 
тонкую пластину. Отнесение характеристических 
полос проводили по справочным материалам.1

Кинетику высвобождения цефотаксима из геле-
вых микросфер в физиологический раствор (0.9% 
NaCl, Solopharm) изучали в условиях in vitro мето-
дом УФ-спектроскопии на сканирующем двухлу-
чевом спектрофотометре Lambda 35 (Perkin Elmer 
Instrumental) при температуре 37°С. Пробу объемом 
3 см3 отбирали и переносили в кварцевую кювету, по-

1 Тарасевич Б. Н. ИК-спектры основных классов орга-
нических соединений. Справочные материалы. М.: МГУ, 
2012. С. 14–27.
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сле измерения сразу возвращали обратно в исходную 
систему. Концентрацию цефотаксима рассчитывали 
по величине оптической плотности при длине волны 
262 нм с использованием калибровочной зависимо-
сти. Предварительно было установлено, что зависи-
мость оптической плотности от концентрации цефо-
таксима при длине волны 262 нм, соответствующей 
максимуму его поглощения, описывается законом 
Бугера–Ламберта–Бера в интервале концентраций 
10–50 мкг·мл–1. Молярный коэффициент экстинк-
ции цефотаксима составил 1.44·104 л·моль–1·см–1. 
Эффективность инкапсулирования цефотаксима 
определяли по разности исходного количества лекар-
ственного средства, взятого для включения в гелевые 
частицы, и равновесного количества  цефотаксима в 
растворе. Моментом установления равновесия счита-
ли установление в растворе постоянной концентра-
ции цефотаксима. 

Коэффициенты диффузии лекарственного сред-
ства в гелевых образцах находили в рамках второ-
го закона Фика. Решение этого уравнения для ма-
лых значений времени эксперимента при условии  
mt/m∞ ≤ 0.5 имеет вид [9]

	 mt/m∞ = (16Dt/πr2)0.5,	 (1)

где mt — количество вещества, высвободившегося за 
время t; m∞ — равновесное количество высвободив-
шегося цефотаксима (мг); D — коэффициент диффу-
зии (см2·с–1); r — радиус сферических частиц (см).

Коэффициент диффузии цефотаксима вычисляли 
при t = t1/2, т. е. в момент, когда значение mt достигало 
половину равновесной величины m∞.

Анализ механизма диффузии лекарственного сред-
ства в гелевых частицах проводили в рамках моде-
ли Корсмейера–Пеппаса [10], которая описывается 
уравнением
	 mt/m∞ = ktn,	 (2)

где k — константа, связанная с параметрами взаимо-
действия полимер–диффундирующее вещество; n — 
показатель, характеризующий механизм переноса 
вещества.

Обсуждение результатов

Альгинат натрия проявляет способность к ио-
нотропному гелеобразованию в присутствии двух-
зарядных катионов, например катионов кальция. 
Пространственная сетка геля образуется за счет вза-
имодействия карбоксильных групп альгината с кати-
онами Ca2+. Дополнительной стабилизации геля спо-
собствуют координационные связи между катионами 

кальция и гидроксильными группами остатков гулу-
роновой кислоты [11]. На размер, форму и структуру 
формирующихся гелевых частиц альгината кальция 
оказывают влияние условия приготовления и концен-
трация раствора альгината натрия, скорость подачи 
раствора полимера в раствор CaCl2, концентрация 
хлорида кальция, порядок ввода и концентрация ле-
карственного средства [3–5]. В проведенных нами 
ранее исследованиях было показано, что при составе 
исходных реагентов (альгината натрия, цефотаксима 
и CaCl2) и условиях проведения эксперимента, ука-
занных в экспериментальной части, образуются про-
зрачные гелевые микросферы со средним диаметром 
2.0 ± 0.05 мм и плотной однородной структурой [12].

С целью увеличения времени высвобождения ле-
карственного средства из гелевых микросфер исполь-
зовали метод модификации поверхности полученных 
альгинатных частиц хитозаном. Образование адсор-
бционного слоя хитозана на поверхности микросфер 
альгината происходит за счет формирования поли
электролитного комплекса. 

Для определения оптимального соотношения кон-
центраций полиэлектролитов при получении моди-
фицированных хитозаном микросфер исследовали 
взаимодействие альгината натрия с хитозаном в раз-
бавленных водных растворах. Образование поли
электролитного комплекса между макромолекулами 
альгината натрия и хитозана происходит за счет элек-
тростатического взаимодействия противоположно 
заряженных функциональных групп данных поли-
меров (протонированных аминогрупп хитозана и 
карбоксильных групп альгината). 

На зависимости удельной электропроводности 
смесей альгината натрия и хитозана (рис. 1) имеется 
ярко выраженный перегиб при отношении мольных 
концентраций полиэлектролитов, равном единице, 
что свидетельствует об образовании полиэлектролит-
ного комплекса. Такое отношение концентраций аль-
гината натрия и хитозана свидетельствует о форми-
ровании в системе стехиометрического комплекса, в 
котором реализуется максимальное число электроста-
тических связей, а не связанные между собой функ-
циональные группы полиэлектролитов отсутствуют.

Методом динамического светорассеяния уста-
новлен характер изменения электрокинетического 
потенциала комплекса от состава смесей полиэлек-
тролитов в водных растворах (рис. 2). ζ-Потенциал 
макромолекул хитозана имеет положительное зна-
чение, что обусловлено зарядом протонированных 
аминогрупп. Введение альгината натрия в раствор 
хитозана приводит к снижению ζ-потенциала. При 
стехиометрическом соотношении концентраций по-
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лиэлектролитов отмечается полная нейтрализация 
положительно заряженных аминогрупп хитозана от-
рицательно заряженными карбоксильными группами 
альгината натрия. Дальнейший рост концентрации 
альгината натрия в смеси с хитозаном приводит к 
перезарядке комплекса.

Исходные образцы полимеров и выделенный нера-
створимый комплекс стехиометрического состава ис-
следовали методом ИК-спектроскопии. На спектрах 
альгината натрия и хитозана присутствуют характер-
ные для полисахаридов полосы поглощения: νO—H 
(полоса поглощения 3700–3000 см–1), νC—H (полоса 
поглощения 3000–2800 см–1), νC—С, νC—О пиранозных 
колец (полоса поглощения 1200–1000 см–1). В спектре 
альгината натрия присутствуют интенсивные колеба-
ния в области валентных колебаний карбоксильных 

групп. Полосы асимметричных колебаний (1612 см–1) 
и симметричных колебаний (1416 см–1) характерны 
для карбоксилат-аниона. Наблюдаемая полоса при 
1030 см–1 относится к недиссоциированным карбок-
сильным группам. В спектре хитозана присутствуют 
полосы поглощения в интервале, характерном для 
амидных групп, δNH2 (1650–1300 см–1). Наличие по-
лос поглощения 1318 и 1518 см–1 подтверждает вы-
сокую степень деацетилирования исходного образца 
хитозана и его катионную форму, обусловленную 
NH3+-группами. Спектры исходных образцов поли-
меров согласуются с литературными данными [8].  

В спектре комплекса основные изменения отмеча-
ются в области полос поглощения функциональных 
групп полиэлектролитов, что свидетельствует об их 
электростатическом взаимодействии с образованием 
полиэлектролитного комплекса. Отмечается появле-
ние полосы при 1609 см–1 (СОО–-группы альгината) 
и исчезновение полосы при 1518 см–1, которая отно-
сится к NH3+-группам хитозана. Наблюдается также 
уширение полосы 3420 см–1, что можно объяснить 
водородными связями между альгинатом натрия и 
хитозаном.

С учетом результатов исследования взаимодей-
ствия полиэлектролитов в разбавленных растворах 
при получении микросфер альгината натрия, моди-
фицированных хитозаном, полимеры использова-
лись при отношении мольных концентраций, равном 
единице, обеспечивающем высокую эффективность 
их комплексообразования. Концентрацию раствора 
хлорида кальция, необходимого для формирования 
геля альгината кальция, поддерживали такой же, как 
и при получении немодифицированных микросфер 
(0.1 моль·л–1). 

Изучение процесса формирования комплексных 
структур при получении модифицированных хито-
заном гелевых сфер альгината показало, что частицы 
с однородной, плотной поверхностью формируются 
при введении водного раствора альгината натрия, 
содержащего цефотаксим, в водный раствор хлорида 
кальция, который содержит хитозан. При таком ме-
тоде получения образуются микросферы, состоящие 
из гелеобразного внутреннего содержимого и покры-
тые снаружи эластичной гелеобразной оболочкой, 
т. е. структуры «гель в геле» или «ядро–оболочка». 
Сначала идет формирование альгинатных частиц 
(«ядер»), а затем на их поверхность наслаивается 
хитозановое покрытие («оболочка»). Причиной такой 
последовательности процесса является бóльшая, чем 
у макромолекул хитозана, подвижность катионов 
кальция Ca2+, которые за счет координации с гулу-
роновыми звеньями альгината быстро формируют 

Рис. 1. Зависимость удельной электропроводности сме-
сей альгината натрия и хитозана от состава.

Рис. 2. Зависимость электрокинетического потенциала 
полиэлектролитного комплекса альгинат–хитозан от 

состава смесей. 
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гелевые частицы. Образование полиэлектролитного 
комплекса альгинат–хитозан на поверхности проте-
кает значительно медленнее. Процесс завершается 
образованием оболочки хитозана на предваритель-
но сформированных ядрах альгината кальция [4]. 
Эффективность инкапсулирования  цефотаксима в 
микросферы составила 93−95%.

Для определения оптимальной концентрации хи-
тозана при получении модифицированных микросфер 
с иммобилизованным цефотаксимом исследовали 
влияние добавок хитозана на оптические характери-
стики водных растворов цефотаксима. Цефотаксим 
имеет сложную химическую структуру и относится к 
антибиотикам амфотерного типа с карбоксильными и 
аминотиазольными группами. В электронном спектре 
водного раствора цефотаксима присутствуют два пле-
ча при длинах волн 235 и 262 нм [13]. Нами показано, 
что введение добавок хитозана (0.1–2%) в раствор це-
фотаксима приводит к существенным спектральным 
изменениям. Отмечается батохромный сдвиг полос 
поглощения и повышение их интенсивности. Прирост 
интенсивности полос поглощения цефотаксима в 
присутствии хитозана увеличивается с ростом кон-
центрации полимера от 0.1 до 2%. При концентрации 
хитозана 2% наблюдалось «зашкаливание» спектров. 
Полученные данные свидетельствуют о влиянии хи-
тозана на электронную систему цефотаксима, которое 
обусловлено, по-видимому, их комплексообразовани-
ем в результате взаимодействия карбоксильных групп 
лекарственного средства и аминогрупп хитозана. 
Формирование комплексов состава 1:1 обнаружено 
также при взаимодействии хитозана с цефотакси-
мом в растворе уксусной кислоты [14]. Исходя из 
возможности спектрофотометрического определения 
равновесной концентрации цефотаксима в растворе 
при изучении его высвобождения из полимерной 
матрицы для получения модифицированных микрос-
фер была выбрана концентрация хитозана 0.25%. 

Сравнительный анализ профилей высвобожде-
ния цефотаксима из микросфер альгината кальция и 
микросфер, модифицированных хитозаном, в физио-
логический раствор (рис. 3) подтверждает снижение 
скорости выхода цефотаксима из модифицирован-
ных хитозаном альгинатных частиц. Высвобождение 
50% антибиотика из гелевых микросфер происходит 
достаточно быстро. Для частиц без хитозанового 
покрытия оно наблюдается за 30 мин, в то время 
как для выхода половины лекарственного средства 
из модифицированных микросфер необходимо 86 
мин. По достижении 5 ч высвобождение антибиотика 
значительно замедляется. За 12–15 ч из микросфер 
высвобождается 64–69% цефотаксима. 

Известно, что основным механизмом высвобожде-
ния низкомолекулярных веществ из полимеров явля-
ется диффузия. Однако чаще всего выход лекарствен-
ного средства посредством диффузии сопровождается 
такими процессами, как растворение, набухание и 
поверхностная деструкция самой полимерной ма-
трицы [15–17].

Для изучения механизма высвобождения цефотак-
сима из микросфер полученные кинетические данные 
были обработаны в рамках математической модели 
Корсмейера−Пеппаса. Преимуществом применения 
данной модели перед другими математическими моде-
лями является то, что по значению показателя n в урав-
нении (2) можно определить механизм, по которому 
происходит выход лекарственного средства из поли-
мерной матрицы. Благодаря этому модель Корсмейера–
Пеппаса наиболее удобна для оценки высвобождения 
низкомолекулярных веществ из полимерных пле-
нок, сфер, цилиндров в том случае, когда механизм 
высвобождения неизвестен или когда одновременно в 
системе протекают различные процессы. Для частиц 
сферической формы значение n ≤ 0.43 свидетельству-
ет о высвобождении, контролируемом диффузией. 
Промежуточные значения 0.43 < n < 0.85 отвечают 
аномальному высвобождению, которое контролиру-
ется и диффузией, и релаксацией полимера. В случае, 
когда n ≥ 0.85, наблюдается контролируемое релак-
сацией полимерной матрицы высвобождение [10].

Значения показателя n и константы k, характери-
зующей взаимодействие полимера с диффундирую-
щим веществом, для исследуемых гелевых микро
сфер, определенные по уравнению (2), приведены 
в таблице. Отмечаются аномально низкие значения 

Рис. 3. Кинетические кривые высвобождения цефотак-
сима из микросфер альгината кальция (1) и микросфер 
альгината кальция, модифицированных 0.25%-ным хи-

тозаном (2), в физиологический раствор.
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показателя n, характеризующего механизм переноса 
цефотаксима, как для микрочастиц альгината кальция 
без хитозанового покрытия, так и для модифициро-
ванных микрочастиц.  

Такого рода отклонения закономерностей диффу-
зии от классического механизма диффузии, подчи-
няющейся закону Фику, наблюдали и другие иссле-
дователи, например, при изучении высвобождения 
лекарственных средств из хитозановых пленок [16], 
сшитых гидрогелей на основе 2-гидроксиэтилмета-
крилата и акриловой кислоты [17]. Отклонение от 
классического механизма диффузии авторы объяс-
няют неидеальностью системы полимер–диффунди-
рующее вещество, т. е. сильным физическим взаи-
модействием полимерной матрицы с лекарственным 
средством, которое в свою очередь может приводить 
к структурным перестройкам макромолекул. Наши 
исследования также показали, что цефотаксим вза-
имодействует с хитозаном и лекарственное средство 
само выступает в качестве модификатора полиме-
ра-носителя. В данных обстоятельствах коэффициент 
диффузии D следует рассматривать как эффективную 
величину, которая на качественном уровне отражает 
скорость высвобождения лекарственного средства 
из микросфер. Величина D гелевых микросфер, мо-
дифицированных хитозаном, практически в 3 раза 
меньше по сравнению с коэффициентом диффузии 
микрочастиц альгината кальция, что свидетельствует 
о более медленном выходе цефотаксима из модифи-
цированных частиц. Таким образом, при разработке 
систем доставки лекарственных средств полимерны-
ми носителями на основе альгината натрия и хитоза-
на необходимо учитывать весь комплекс конкуриру-
ющих взаимодействий в сложной системе альгинат 
натрия–хитозан–цефотаксим–Ca2+–вода.

Выводы

Показано, что при стехиометрическом соотноше-
нии концентраций альгината натрия и хитозана в воде 
формируется полиэлектролитный комплекс в виде 
бесцветного геля. На образование гелевых микросфер 
альгината натрия с хитозановым покрытием и без 
него оказывает влияние состав исходных реагентов и 
условия получения микросфер. Присутствие добавок 

хитозана оказывает влияние на электронный спектр 
водного раствора цефотаксима вследствие межмоле-
кулярного взаимодействия их функциональных групп. 
Модификация микросфер альгината кальция хитоза-
ном приводит к увеличению времени высвобождения 
половины лекарственного средства в физиологический 
раствор с 30 до 86 мин. Установлено отклонение ме-
ханизма высвобождения цефотаксима из полученных 
микросфер от классического механизма диффузии. 
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