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Получены новые биоразлагаемые микроэмульсионные системы вода/бис(2-этилгексил) сульфо-
сукцинат натрия (АОТ)/изопропилмиристат (ИПМ) для доставки лекарственных и физиологиче-
ски активных веществ. Подобраны оптимальные концентрации компонентов, позволяющие солю-
билизировать наибольшее количество водорастворимых веществ. Исследована диффузия модель-
ных веществ (L-лизина, L-серина, глицина и β-аланина) через мембрану. Выявлено, что в
зависимости от концевых функциональных групп аминокислот скорость и характер высвобожде-
ния из микроэмульсии значительно отличаются. Методами H1 ЯМР, ЯМР самодиффузии, поляри-
зованной люминесценции зондов лаурдана и флуоресцеина и динамического рассеяния света оце-
нено влияние гидрофобности и размера вводимых соединений на взаимодействие с компонентами
транспортной системы. Показано, что короткоцепочечные и полярные аминокислоты высвобож-
даются быстрее, а заряженные – пролонгированно. Cделан вывод, что полученные результаты поз-
волят оценить особенности доставки более сложных аналогов, таких как лекарственные средства и
белковые молекулы.
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В качестве систем направленного транспорта
лекарственных и биологически активных ве-
ществ микроэмульсии (МЭ) вызывают повышен-
ный интерес, благодаря своей способности к со-
любилизации как гидрофильных, так и гидро-
фобных веществ [1–11]. Они могут иметь
различную структуру (масло-в-воде, вода-в-мас-
ле, а также биконтинуальную), что оказывает су-
щественное влияние на релизинг лекарственных
средств.

Для обеспечения оптимальной биодоступно-
сти вводимого компонента, необходимо иметь
информацию о его локализации в МЭ-системе.
Для этой цели одним из наиболее подходящих
методов является ЯМР-спектроскопия [6, 12]. В
работах [13, 14] определили, что при добавлении
хлорамфеникола в МЭ, состоящую из изопро-
пилмиристата, Span 20 и Tween 20, а также дейте-
рированной воды в качестве водной фазы, изме-
нения в химических сдвигах протонов метилено-
вых групп вблизи эфирной связи (α2-CH2(~0.2
м.д.)) а также вблизи оксиэтиленовых групп

(СН2СН2О)n (~0.15 м.д.)) были наиболее суще-
ственны при добавлении препарата. Был сделан
вывод, что молекулы хлорамфеникола, скорее
всего, находятся в гидрофильных оболочках ка-
пель микроэмульсии, которые состоят из множе-
ства оксиэтиленовых групп. Основываясь на тех
же заключениях, Hathout с соавт. [15] подтверди-
ли наличие тестостерона внутри маслянистых до-
менов бинепрерывной микроэмульсии, состоя-
щей из олеиновой кислоты/Твин 20/Транску-
тол/вода, а также его небольшого количества
около межфазной пленки ПАВ.

Информативным методом для исследования
структурных свойств обратных микроэмульсий
служит флуоресцентная зондовая спектроско-
пия, так как интенсивность различных виброн-
ных пиков очень сильно зависит от полярности
микроокружения зонда [16]. Лаурдан – распро-
страненный зонд для исследования структур бис-
лоев и мембран. Он локализуется на границе во-
да/масло, при этом хвост лауриновой кислоты
прикреплен к области гидрофобного радикала
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[17–21]. Другой зонд для исследования взаимо-
действий – флуоресцеин. Он хорошо растворяет-
ся в воде и будет предположительно находиться в
водном пуле микроэмульсии [22]. Путем совмест-
ного применения данных зондов можно более
полно оценить геометрию упаковки молекул
ПАВ в водной и масляной фазе МЭ, а также рас-
положение в них введенных молекул.

Аминокислоты – структурные элементы бел-
ков и участники межмолекулярных взаимодей-
ствий [23]. Кроме того, они входят в состав лекар-
ственных средств. Различия в свойствах амино-
кислот и их биологические функции связаны с
различиями в боковых цепях − фрагментах, со-
единенных с α-атомом углерода аминокарбоно-
вой группировки, благодаря чему они могут слу-
жить моделями при исследовании взаимодей-
ствий ПАВ – инкорпорированное вещество в
процессе переноса через мембрану.

Цель данной работы – исследование взаимо-
действия молекул аминокислот, отличающихся
функциональными группами с компонентами
потенциальной транспортной системы на основе
обратной микроэмульсии и влияния этих групп
на скорость диффузии через мембрану.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе исследованы микроэмульсии состава

бис(2-этилгексил) сульфосукцинат натрия (АОТ)
(99.9%, “Aldrich”), изопропилмиристат (ИПМ
98%, “Alfa Aesar”) и бидистиллированная вода,
которые были получены по методике [24]. В каче-
стве допируемых соединений использованы ами-
нокислоты: β-аланин, глицин (99% “Reanal”), L-
лизин (99% “Aldrich”) и L-серин (99.2% “Диа-
эм”). Их характеристики представлены в табл. 1
согласно [25].

Аминокислоту вводили в сухом виде, переме-
шивали при комнатной температуре, затем обра-
батывали ультразвуком до восстановления про-
зрачности. Оптическую изотропность образцов и
отсутствие кристаллизации фиксировали мето-
дом поляризационно-оптической микроскопии
(Olympus BX51, Tokyo, Japan).

Исследование высвобождения введенных ве-
ществ из МЭ проводили методом равновесного
диализа с помощью диффузионной ячейки
Франца через модельную мембрану – целлофа-
новую пленку по методике [26]. Отбор проб про-
водили через определенные промежутки време-
ни. В качестве приемной среды использовали
раствор Рингера (многокомпонентный физиоло-
гический раствор: 8.60 г натрия хлорид, 0.30 г ка-
лия хлорид и 0.25 г кальция хлорида гексагидрат
(в пересчете на безводный), вспомогательное ве-
щество: вода для инъекций – до 1 л).

Концентрацию высвободившейся аминокис-
лоты Ск (моль/л) в приемной среде оценивали
спектрофотометрически на приборе Lambda 35–
Perkin-Elmer. Отбирали пробу приемной среды
(2 см3) и переносили в спектрофотометрическую
кювету, а после измерения сразу возвращали в ак-
цепторную часть ячейки Франца.

Размер частиц МЭ определяли методом дина-
мического рассеяния света (ДРС) на анализаторе
Zetasizer Nano-ZS 90 (Malvern Instruments Ltd.,
UK) с длиной волны 635 нм и углом рассеяния 90°.

Регистрацию спектров ЯМР 1Н (700 МГц) ис-
следуемых образцов проводили на ЯМР-спектро-
метре AVANCE III-700 фирмы Bruker. Спектро-
метр работает в режиме внутренней стабилизации
по линии резонанса 2Н. При записи спектров
ЯМР 1Н использовали 90°-импульсы, задержки
между импульсами 2 с; ширина спектра 9.40 м.д.;
число накоплений от 10.

Спектры поляризационной флуоресценции
лаурдана и флуоресцеина регистрировали на ска-
нирующем спектрофлуориметре Cary Eclipse
фирмы Varian с использованием комплекта поля-
ризаторов (Manual Polarizer Accessory 00-100761-
00, Varian), помещенного между исследуемым об-
разом, эмиссионным монохроматором и детекто-
ром. Измерения проводили в кварцевой кювете с
длиной оптического пути 1 см при комнатной
температуре. Светофильтры использовали в авто-
матическом режиме. Длина волны возбуждения
лаурдана составляла 340 нм, флуоресцеина 440 нм,
параметры щели возбуждения и эмиссии 5 нм.

Таблица 1. Характеристики аминокислот

Характеристика Глицин β-аланин L-cерин L-лизин

Структурная формула

Объем молекулы, Å3 60.1 88.6 89.0 186.6

Гидрофобность (0 для аргинина) 0.501 0.616 0.359 0.283
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами были получены и охарактеризованы са-
моорганизующиеся транспортные системы био-
медицинского назначения вода/бис(2-этилгек-
сил)сульфосукцинат натрия(АОТ)/изопропил-
миристат(ИПМ). В табл. 2 представлены их
состав, размеры, полученные методом ДРС. Ре-
зультаты показывают, что образцы 1–4 имеют
мономодальное распределение со средним разме-
ром капель от 4 до 9 нм. Изотропность образцов
подтверждена методом поляризационно-оптиче-
ской микроскопии.

По значениям коэффициентов самодиффузии
(КСД) компонентов системы, полученных мето-
дом ЯМР, определен тип микроэмульсии [27–30].
В табл. 3 в качестве примера приведены КСД для
образца МЭ № 1. Для исследуемых систем коэф-
фициент самодиффузии чистого растворителя
(воды) на два порядка больше, чем для капель во-
ды в микроэмульсии. Следовательно, для всех си-
стем вода будет дисперсной фазой, и структура
МЭ – вода-в-масле.

Найдено максимальное количество АК, кото-
рое может быть солюбилизировано в системах,
отличающихся содержанием АОТ, при сохране-
нии гомогенной фазы при 25°С (рис. 1). Результа-
ты показывают, что наибольшее количество АК

может быть введено в МЭ с содержанием ПАВ
20 мас. % за счет большего размера капель и, со-
ответственно, области водного пула. Установлена
практически линейная зависимость гидродина-
мического размера микроэмульсии с введенной
аминокислотой от ее размера (рис. 2). Наиболь-
ший диаметр имеет МЭ с лизином, объем которого
максимален в линейке исследуемых аминокис-
лот.

Исследован in vitro массоперенос аминокис-
лот из МЭ через модельную мембрану в физиоло-
гический раствор Рингера с применением диф-
фузионной ячейки Франца. Концентрация АК
составляла 1%. По экспериментальным данным
рассчитана концентрация целевого компонента
Ск по формуле:

(1)

где Аmax – оптическая плотность раствора амино-
кислоты при длине волны (λmax), Еmax – молярный
коэффициент экстинкции АК в ИПМ.

Вычислено количество вещества, прошедшее
через единицу площади поверхности мембраны
за время τ (рис. 3) согласно уравнению:

(2)
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к
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S

Таблица 2. Состав, степень гидратации и размер капель микроэмульсий

№ cистемы
Состав

W D, нм
AOТ, мас. % ИПМ, мас. % H2O, мас. %

1 20 70 10 12.35 8.7
2 30 60 10 8.23 6.5
3 40 50 10 6.17 4.9
4 50 40 10 4.94 4.2
5 60 30 10 4.11 43.8
6 70 20 10 3.53 220.0

Рис. 1. Зависимости максимальной концентрации
АК в МЭ, от концентрации ПАВ.
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Рис. 2. Зависимость гидродинамического диаметра
микроэмульсии с введенной аминокислотой от объе-
ма аминокислоты.
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V – объем приемной среды, см3; S0 – площадь, че-
рез которую идет диффузия, равная площади от-
верстия ячейки Франца. Результаты исследова-
ния показывают, что скорость высвобождения
глицина подчиняется линейному закону, имеет
место так называемое “взрывное высвобожде-
ние” [31], когда более 50% общего количества вы-
свобождается в первые 30 мин. Для лизина и ала-
нина кривая высвобождения состоит из двух ча-
стей. Исходя из полученных результатов мы
предполагаем следующий механизм переноса: со-
гласно [32], глицин не связывается с поверхно-
стью раздела и находится в водной фазе микро-
эмульсии, поэтому он полностью выходит в ре-
зультате диффузии за короткий срок. Серин –
гидрофильная АК, имеет функциональную груп-
пу –ОН, что, по-видимому, обусловливает его
сравнительно быстрое высвобождение. Осталь-
ные аминокислоты имеют больший объем, а в
случае аланина – большую гидрофобность.
Вследствие этого часть АК находится в ИПМ
вблизи границы раздела. Поэтому первоначально
происходит медленное высвобождение из внут-
ренней фазы МЭ, а далее высвобождается остав-
шееся количество из внешней фазы – ИПМ. Сле-
дует также отметить, что, несмотря на наиболь-
ший показатель гидрофильности, L-лизин
высвобождается пролонгировано. Ранее в рабо-
тах [33–35] было выявлено влияние лизина на
структуру жидкокристаллических и микроэмуль-
сионных систем, в том числе на температуру фа-

зового перехода. Возможно, обнаруженные эф-
фекты связаны с тем, что эта АК является основ-
ной заряженной аминокислотой, имеющей
длинную боковую цепь с концевой NH2-группой,
которая взаимодействует с заряженной группой –
SO3 молекулы АОТ, в результате чего АК переме-
щается на границу раздела фаз.

Для определения состава диализата был снят
1Н ЯМР-спектр после высвобождения аланина из
микроэмульсии, а также спектры водных раство-
ров АОТ с концентрацией до ККМ (0.0025 М) и
после ККМ (0.012 М) (рис. 4). Химические сдвиги
АК в МЭ и в диализате дают несколько отличаю-
щиеся значения. Так, в микроэмульсии группа –
СН2–СООН определяется при 2.65 м.д., в диали-
зате – 2.56 м.д., группа –СН2–NН2 в МЭ опреде-
ляется при 3.26 м.д., а после высвобождения –
3.18 м.д. Данные химических сдвигов в водной
среде соответствуют значениям для водного рас-
твора β-аланина по базе данных ЯМР (рис. 5). Хи-
мические сдвиги функциональных групп АОТ
диализата близки к таковым для водных раство-
ров АОТ до ККМ. Это позволяет сделать вывод,
что после прохождения через мембрану, молеку-
лы ПАВ не образуют мицеллярных структур в
растворе и не взаимодействуют с аминокислотой,
которая высвобождается отдельно.

Метод ЯМР-самодиффузии позволяет прове-
сти оценку связывания противоионов, опреде-
лить распределение компонентов системы между
фазами. Нами получена зависимость коэффици-
ентов самодиффузии головных групп АОТ от гид-
рофобности вводимой аминокислоты (рис. 6).

Таблица 3. Коэффициенты самодиффузии (D, м2/с)
компонентов в микроэмульсии № 1

Образец DИПМ × 1010 DАОТ × 1011  × 1010

МЭ 1.66 0.71 0.31
Растворитель 2.48 – 26.2

2H OD

Рис. 3. Кинетика массопереноса аминокислот из
микроэмульсии № 1.
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свобождения МЭ + 5% β-ala 8 ч (3) и МЭ + 5% β-ala (4).
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С увеличением гидрофобности аминокислоты
КСД головных групп АОТ увеличиваются, а КСД
воды остается практически постоянным. В случае
положительно заряженной АК лизина наблюда-
ется существенное увеличение КСД АОТ, вероят-
но, вследствие электростатического притяжения
заряженных NH2-группы лизина и –SO3-группы
АОТ.

При концентрации АОТ 20 мас. % время ре-
лаксации протонов воды изменяется незначи-
тельно: T1 в присутствии глицина составляет
1.16 с, а без аминокислоты –1.2 с. При этом время
релаксации головных групп АОТ существенно
увеличивается (рис. 7). Полученные результаты
КСД и времени релаксации, согласно [36, 37],
свидетельствуют о нахождении аминокислот в
водном пуле МЭ вблизи головных групп АОТ.

С увеличением концентрации ПАВ время ре-
лаксации протонов головных групп АОТ увели-
чивается как в присутствии АК, так и без нее. Од-
нако при определенной концентрации (50 мас. %)
значение Т1 в присутствии АК уменьшается, воз-
можно, при этой концентрации в МЭ происходят
изменения в положении головных групп ПАВ.

Для оценки влияния функциональных групп
аминокислоты на внутримолекулярные взаимо-
действия в МЭ были сняты 1Н ЯМР-спектры МЭ
с добавлением и без аминокислот β-аланина и
глицина при концентрации 2 и 5 мас. % (рис. 8).
На спектрах высокого разрешения (частота
700 МГц) в присутствии АК наблюдаются хими-
ческие сдвиги протонов метиленовых групп –
СН2 (Н2), находящихся в близости к –SO3-группе
АОТ в области 3.17–3.21 м.д. в область более вы-
соких частот. В случае более полярной АК глици-
на смещение спектра выражено заметнее (Δδ =
= 0.05 для глицина и 0.04 для аланина). При уве-
личении концентрации аланина до 5 мас. % на-
блюдаются также небольшие сдвиги в области

хвостовых (H5/H5') групп АОТ (табл. 4). Измене-
ния химических сдвигов небольшие, и мы, ссыла-
ясь на высокую чувствительность прибора, мо-
жем только сделать предположение, что аланин
находится на границе раздела и вблизи хвостовых
групп АОТ [13, 14, 32]. Для более точного опреде-
ления воспользуемся методом зондовой флуорес-
центной спектроскопии.

Следует отметить интересный факт, что ЯМР-
сигнал воды в области 4.48 м.д., характерный для
МЭ, пропадает в образце с большим содержанием
β-аланина (5 мас. %) (рис. 8, спектр 4). Это может
быть объяснено активным замещением молекул
воды молекулами аминокислоты в ядре мицеллы,
что приводит к выходу воды из исследуемой си-
стемы.

Изменение микрополярности на границе раз-
дела фаз в результате введения аминокислот мо-
жет быть зафиксировно методом флуоресцент-

Рис. 5. Спектр 1Н ЯМР водного раствора β-аланина.

12 10 8 6 4
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2 0 �2

Рис. 6. Зависимость коэффициентов самодиффузии
головных групп АОТ от гидрофобности вводимой
аминокислоты.
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ной зондовой спектроскопии с применением
двух зондов. Лаурдан будет находиться в хвосто-
вой части молекулы АОТ и на границе раздела,
флуоресцеин – в водном пуле микроэмульсии
[20]. Нами была измерена величина pH водного
раствора аминокислот (6–6.5), при значениях pH
5.5–6.8 флуоресцеин нейтрален.

Установлено влияние пространственного
ограничения на спектрально люминесцентные
характеристики зондов. Определена анизотропия
флуоресценции зондов (r) и параметр порядка (S)
по уравнениям:

(3)

где IVV – интенсивность люминесценции при вер-
тикальном положении поляризаторов излучения
и поглощения, IVH – интенсивность люминес-
ценции при вертикальном и горизонтальном по-
ложениях поляризаторов излучения и поглоще-
ния соответственно, G-фактор – отношение чув-

−=
+

VV VH

VV VH

,
2

I GIr
I GI

ствительностей детектирующей системы для
вертикально и горизонтально поляризованного
света,

(4)

где r – анизотропия; r0 – предельная анизотро-
пия. Согласно литературным данным для лаурда-
на экспериментально полученное значение r0 =
= 0.26 [38], для флуоресцеина r0 = 0.38 [22]. Кри-
тический угол отклонения зонда рассчитывали по
формуле:

(5)

Результаты (табл. 5) показывают, что анизо-
тропия лаурдана и флуоресцеина в МЭ выше зна-
чений, полученных в водном растворе. Так как
движение молекул зонда в обратной мицелле
имеет больше ограничений, чем в чистом раство-
рителе, это указывает на то, что оба зонда нахо-
дятся на границе раздела либо внутри водного пу-
ла в обратной мицелле, а не в дисперсионной сре-
де [39]. Из данных табл. 5 следует, что введение
всех АК, кроме наиболее гидрофобного аланина,
приводит к увеличению анизотропии флуоресце-
ина и соответственно параметра порядка, при
этом уменьшается критический угол. Это указы-
вает на то, что равновесное распределение моле-
кул зонда в присутствии АК в системе становится
более ограниченным, что свидетельствует о по-
вышении микровязкости гидрофильного слоя
мицеллы. Следовательно, АК при данной кон-
центрации находятся в водном пуле МЭ и, по
данным ЯМР, вблизи –SO3-группы АОТ. Анизо-

=
+ − 2

0

,
1

r S
r S S

= θ + θc c(0.5cos 1 cos .)S

Таблица 4. 1Н ЯМР параметры молекулы АОТ в систе-
ме вода/АОТ/ИПМ
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Рис. 8. Спектр 1Н ЯМР МЭ (1), МЭ + 2% глицина (2), МЭ + 2% аланина (3) и МЭ + 5% аланина (4).

6 5 4

H2

H2

H2

H2
H3

H3H5, H5'

H5, H5'O

O

SO�O

O
3

2
1

44'

5

5'

6'

8

8'

7'

7

6
3

3
6''

6'''

3
�, м.д.

2 1 0

1

2

3

4

3



ЖУРНАЛ ФИЗИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 95  № 11  2021

ВЛИЯНИЕ МЕЖМОЛЕКУЛЯРНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ 1769

тропия флуоресценции лаурдана при добавлении
АК напротив, уменьшается. Это может быть след-
ствием как увеличения размера водного пула, так
и того, что лаурдан не испытывает притяжения
головных групп АОТ, которые связаны с молеку-
лами аминокислот [22].

При добавлении гидрофобного аланина раз-
мер МЭ увеличивается, а анизотропия флуорес-
цеина и микровязкость гидрофильной области
мицеллы уменьшаются. Однако при увеличении
концентрации аминокислоты аланина до 5% эти
параметры становятся больше, чем у исходной
микроэмульсии (r возрастает до 0.162). Этим мож-
но объяснить выход воды из системы в результате
солюбилизации АК, наблюдаемый ранее по дан-
ным ЯМР (рис. 8).

Таким образом, совокупностью методов
(ЯМР, флуоресцентной зондовой спектроскопии
и ДРС) установлено, что на локализацию модель-
ных соединений в микроэмульсионных транс-
портных системах оказывает существенное влия-
ние природа функциональной группы, что в свою
очередь влияет на скорость и характер высвобож-
дения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получены микроэмульсионные системы во-

да/АОТ/ИПМ. Показано, что с увеличением объ-
ема вводимой аминокислоты размер микро-
эмульсии линейно увеличивается. Исследовано
высвобождение аминокислот, отличающихся
функциональными группами. Установлено, что
полярность и заряд аминокислоты влияет на ско-
рость и характер высвобождения из транспортно-
го средства. Комплексом методов оценено распо-
ложение аминокислот в обратной микроэмуль-
сии. Выявлено, что имеющие наименьший объем
молекулы, а также полярные концевые группы
находятся в водном пуле микроэмульсии вблизи
головных групп ПАВ, в то время как более гидро-
фобный аланин локализуется не только в водном
пуле микроэмульсии, но частично солюбилизи-
руется в хвостовой части АОТ, благодаря чему
может быть растворен в большем количестве. За-

ряженная аминокислота лизин преимущественно
перемещается на границе раздела фаз в системе,
взаимодействует с заряженными группами АОТ,
благодаря чему высвобождается пролонгированно.

Знание особенностей расположения молекул в
транспортной микроэмульсионной системе поз-
волит управлять процессами доставки и релизин-
га различных соединений, в том числе лекар-
ственных средств.
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