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Рассмотрены способы микрокапсулирования биологически активных веществ и 

активных фрагментов биополимеров. Обоснована возможность микрокапсулирования ди-

пептида Tyr-Pro гидрохлорида, нанесенного на темплаты, в структуру полиэлектролит-

ной микрокапсулы. Разработан способ получения нано- и микрокапсулированных актив-

ных фрагментов биополимеров пептидной природы. Для капсулирования пептидов был 

использован метод темплатного синтеза. Для получения темплатов в работе использо-

вали УЗ-гомогенизатор Bandelin SONOPULS HD 2070.2. (вариант I) и магнитную мешалку 

Magnetic Stirrer MMS-3000 (вариант II). Получение микрокапсул на темплатах осуществ-

ляли методом полиионной сборки. Для этого темплаты обрабатывали попеременно по-

лиэлектролитами, заряженными разноименно. Для формирования полиэлектролитной 

оболочки использовали биодеградируемые полиэлектролиты: хитозан - катионный поли-

сахарид, аминосахар, производное линейного полисахарида, макромолекулы которого со-

стоят из случайно связанных β-D-глюкозаминовых звеньев и N-ацетил-D-глюкозамина 

(ООО «Биопрогресс», Москва, Россия) и ксантановую камедь - полисахарид, полученный 

путём ферментации с использованием бактерии Xanthomona scampestris (Москва, Россия). 

Проведены экспериментальные исследования дисперсного состояния и агрегативной 

устойчивости экспериментальных образцов инкапсулированных пептидных веществ. 

Оценены размерные характеристики и устойчивость составов нано- и микрокапсулиро-

ванных активных фрагментов биополимеров, содержащих биологически активные фраг-

менты биополимеров (оригинальное вещество пептидной природы Tyr-Pro-гидрохлорид). 

Размер полученных микрокапсул определяли методом динамического рассеяния света на 

приборе Photocor Compact-Z. Методом оптической микроскопии получены изображения 

нано- и микрокапсул с закапсулированным белком. Качественно с применением ксанто-

протеиновой реакции подтверждено присутствие белка в закапсулированной форме. Раз-

работаны технологические параметры получения микрокапсул с белковыми соединени-

ями Tyr-Pro гидрохлорида. 
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The article considers methods of microencapsulation of biologically active substances and 

active fragments of biopolymers. The possibility of microencapsulation of dipeptide Tyr-Pro hydro-

chloride deposited on templates into the structure of a polyelectrolyte microcapsule was substanti-

ated. A method for obtaining nano- and microencapsulated active fragments of biopolymers of 
peptide nature was developed. Template synthesis method to encapsulate the peptides was used. To 

obtain templates, a Bandelin SONOPULS HD 2070.2. ultrasonic homogenizer (option I) and mag-

netic stirrer Magnetic Stirrer MMS-3000 (option II) were used. The preparation of microcapsules 

on templates was carried out by the method of polyionic assembly, alternately treating the templates 
with oppositely charged polyelectrolytes. Biodegradable polyelectrolytes to form the polyelectrolyte 

shell: chitosan - a cationic polysaccharide, an amino sugar, a derivative of a linear polysaccharide 

whose macromolecules consist of randomly bound β-D-glucosamine units and N-acetyl-D-glucosa-

mine (LLC "Bioprogress", Moscow, Russia) and xanthan gum - a polysaccharide obtained by fer-
mentation using bacteria Xanthomonas campestris (Moscow, Russia) were used. Experimental 

studies of the dispersed state and aggregative stability of experimental samples of encapsulated 

peptide substances were carried out. Dimensional characteristics and appearance of compositions 

of nano- and microencapsulated active fragments of biopolymers containing biologically active 

fragments of biopolymers (original substances of peptide nature Tyr-Pro-hydrochloride) were eval-
uated. The size of the resulting microcapsules was determined by dynamic light scattering on a 

Photocor Compact-Z instrument. Furthemore, using the method of optical microscopy, images of 

nano- and microcapsules with encapsulated protein were obtained. Qualitatively, using the xanto-

protein reaction, the presence of the protein in the encapsulated form was confirmed. Technologi-
cal parameters for obtaining microcapsules with Tyr-Pro hydrochloride protein compounds were 

developed. 

Key words: peptides, chitosan, xanthan gum, microencapsulation, templates, microcapsules 

 

ВВЕДЕНИЕ 

Антимикробные пептиды – это природные 

соединения, характеризующиеся высокими анти-

бактериальными и ранозаживляющими свой-

ствами. Чистые пептиды неустойчивы в окружаю-

щей среде (гидролиз, окисление, фотолиз), в ре-

зультате чего имеют ограниченную активность в 

процессе лечения ран, связанную с раневыми фак-

торами (щелочным рН, протеолизом), а также ми-

нимальным временем жизни. В связи с этим необ-

ходима разработка способов повышения стабиль-

ности пептидов, продления времени и оптимиза-

ции эффективности их действия в месте раны. Од-

ним из наиболее перспективных методов регулиро-

вания свойств веществ для биоцидного и раноза-

живляющего воздействия является инкапсуляция 

их в оболочку [1, 2]. Технологией инкапсулирова-

ния таких соединений, как биологически активные 

вещества (БАВ) и активные фрагменты биополи-

меров (АФБ), представляет собой их включение 

или синтез в наноразмерных и микро- «реакторах», 

таких как мицеллы, микроэмульсии, организован-

ные тонкие пленки, полиэлектролитные микрокап-

сулы. Этот подход позволяет в определенных пре-

делах регулировать размеры «нанореакторов», в 
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которых протекает процесс. Методы микрокапсу-

лирования позволяют получить частицы различ-

ных размеров – от долей до сотен микрон [3-5]. 

Среди подобных систем особо следует отметить 

полиэлектролитные микрокапсулы (ПЭМ). Значи-

мым свойством данных капсул является полупро-

ницаемость оболочки. Она может пропускать не-

большие молекулы, но задерживает высокомолеку-

лярные соединения. Это позволяет рассматривать 

ПЭМ как основной способ транспортировки в 

неизменном виде белков и высокомолекулярных 

биологически активных веществ. В данном случае 

полупроницаемая оболочка микрокапсулы отде-

ляет водный раствор субстрата от раствора белка и 

таким образом защищает его от негативного внеш-

него воздействия [6-8]. Существует целый ряд спо-

собов микрокапсулирования, приведенный в табл. 1. 

Первый способ подразумевает использование рас-

творителей, вариации рН и является многоопера-

ционным. Второй способ имеет такие особенности, 

как высокая скорость потока, сложное аппаратур-

ное оформление, АФБ и БАВ теряют свойства при 

температуре выше 40 °С, материал оболочки не яв-

ляется биоразлагаемым. Недостатками третьего 

метода являются сложное аппаратурное оформле-

ние, использование органических растворителей, 

материал оболочки не является биоразлагаемым. В 

процессе распылительной сушки АФБ и БАВ те-

ряют свойства при температуре выше 40 °С. Ана-

логично в пятом способе капсулируемые вещества 

могут деструктировать при температуре выше 40 °С, 

а материал оболочки капсулы не является биораз-

лагаемым. 

Наиболее приемлемыми с практической 

точки зрения для выполнения поставленной задачи 

являются два способа капсулирования АФБ и БАВ 

(табл. 1, вариант 6 и 7): 

- метод наноэмульсии; 

- синтез нанокапсул с использованием тем-

платов, где для формирования ПЭМ используются 

микрочастицы карбоната кальция. 

Поскольку получаемые микрокапсулиро-

ванные препараты планируется использовать в ме-

дицинской практике, то для формирования кап-

сулы необходимо использовать биодеградабель-

ные поликатионы и полианионы [9-11].  

Основная задача исследования заключа-

лась в получении стабильной во времени диспер-

сии, содержащей в своем составе нано- и/или мик-

рокапсулы, с заключенным в них АФБ. 

 

Таблица 1 

Критерии выбора способа капсулирования 

Table 1. Criteria for choosing the encapsulation method 

№, 

п/п 

Метод капсули-

рования 

Температура про-

цесса/* рН среды 

(нейтральная или 

слабокислая) 

Материал 

оболочки 

капсулы 

1 
Метод коацер-

вации 
выше 40 °С/- 

СП** 

БДП*** 

2 
Пневматиче-

ский метод 
выше 40 °С/+ СП 

3 
Центробежная 

экструзия 
выше 40 °С/+ СП 

4 
Распылительная 

сушка 
выше 40 °С/- СП 

5 
Межфазная по-

лимеризация 
выше 40 °С/+- СП 

6 
Темплатный 

метод 
20 °С/+ 

СП БДП 

 

7 
Метод «нано-

эмульсии» 
20 °С/+ 

СП, БДП 

 
Примечания: *не должна превышать 40 °С 

** СП – синтетические полимеры 

*** БДП – биодеградируемые полимеры 

Notes: *should not exceed 40 °C  

** SP - synthetic polymers  

*** BDP - biodegradable polymers 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

В работе применяли современные методы 

исследования: оптической (микроскоп МИКМЕД-6 

(АО «ЛОМО», г. Санкт-Петербург, Россия) и ска-

нирующей электронной микроскопии (микроскоп 

Vega 3SBH, ООО «ТЕСКАН», г. Санкт-Петербург, 

Россия); метод динамического рассеяния света 

(Photocor Compact – Z, ООО «Фотокор», г. Москва, 

Россия). 

Для капсулирования пептидов был исполь-

зован метод темплатного синтеза. В качестве тем-

платов были выбраны сферические коллоидные ча-

стицы СаCO3, которые получали при смешивании 

растворов СаСl2 и Na2CO3 с концентрацией 0,33 М. 

Реакцию проводили при комнатной температуре 

(18 °С) при перемешивании в течение 20 мин: 

СаСl2 + Na2CO3 = СаCO3 + 2NaCl (1) 

Образуется выпадающий при быстром сме-

шивании растворов аморфный осадок карбоната 

кальция. После завершения процесса темплаты 

СаCO3 отмывали от ионов Na+ и Cl– дистиллиро-

ванной водой и выпаривали. Для приготовления 

раствора дипептида 0,1 г белка растворяли в 49,9 мл 

дистиллированной воды. 10 мл полученного рас-

твора добавляли к 0,25 г темплатов и оставляли на 

1 сут. для полного проникновения белка в их пори-

стую структуру. 
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Получение микрокапсул на темплатах осу-

ществляли методом полиионной сборки. Темплаты 

обрабатывали попеременно полиэлектролитами, 

заряженными разноименно. Для получения поли-

электролитных микрокапсул с белком были вы-

браны противоположно заряженные полиэлектро-

литы – хитозан и ксантановая камедь, которые 

были послойно нанесены на темплаты. Данные по-

лиэлектролиты показали свою эффективность для 

получения устойчивой коллоидной системы мик-

рокапсул с нанометровым размером частиц [12-20]. 

Так как ядра карбоната кальция имеют отрицатель-

ный поверхностный заряд, первым слоем наносили 

положительно заряженный полиэлектролит. К по-

лученной смеси темплатов с белком добавляли 0,2 г 

положительно заряженного хитозана и интенсивно 

перемешивали в течение 20 мин, состав отстаивали 

и 3 раза промывали дистиллированной водой. По-

сле этого добавляли 0,2 г отрицательно заряженной 

ксантановой камеди и снова перемешивали в тече-

ние 20 мин, затем 3 раза промывали. При повтор-

ном вводе в систему противоположно заряженных 

полиэлектролитов получали бислойные капсулы. 

Синтез полых полиэлектролитных оболочек – про-

ницаемых капсул осуществляли путем растворе-

ния ядер СаCO3 при введении в композицию три-

натриевой соли этилендиаминтетрауксусной кис-

лоты (ЭДТА). Карбонат кальция из капсулы уда-

ляли посредством образования устойчивого ком-

плекса этого металла с ЭДТА. С этой целью 0,2M 

водный раствор ЭДTA (pH 7,5) приливали к сус-

пензии капсул и перемешивали в течение 25 мин, за-

тем три раза промывали дистиллированной водой. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Предварительно была установлена эффек-

тивность использования в качестве темплатов для 

АФБ аморфного осадка карбоната кальция (СаCO3). 

Для получения темплатов необходимо быстрое и 

равномерное перемешивание растворов СаСl2 и 

Na2CO3. В работе использовали УЗ-гомогенизатор 

Bandelin SONOPULS HD 2070.2. (вариант I) и маг-

нитную мешалку Magnetic Stirrer MMS-3000 (вари-

ант II). Для сравнения двух способов получения 

темплатов были сделаны их фотографии и опреде-

лены размеры частиц с применением метода скани-

рующей электронной микроскопии на электрон-

ном микроскопе Vega 3 SBH (рис. 1). 

Средний размер темплатов, полученных с 

использованием УЗ-гомогенизатора, составляет 

7,83 мкм, а средний размер частиц после магнит-

ной мешалки – 18,90 мкм. Следовательно, для про-

ведения дальнейших исследований в качестве обо-

рудования был выбран УЗ-гомогенизатор Bandelin 

SONOPULS HD 2070.2, применение которого поз-

воляет получать капсулы с дипептидом в микро- и 

нанометровом диапазоне. Размер полученных мик-

рокапсул определяли методом динамического рас-

сеивания света на приборе Photocor Compact-z. По-

лученные результаты представлены в табл. 2. 

 

 
Рис. 1. СЭМ-изображение темплатов, полученное на ультра-

звуковом гомогенизаторе, увеличение 50 мкм 

Fig. 1. SEM image of templates obtained on the ultrasonic ho-

mogenizer, magnification of 50 μm 

 
Таблица 2 

Размеры частиц полученных бислойных микрокап-

сул, содержащих дипептид Tyr-Pro   

Table 2. Particle sizes of obtained bilayer microcapsules 

containing Tyr-Pro dipeptide 

Номер изме-

рения, п/п 

Размеры ча-

стиц, нм 

Процентное соотноше-

ние частиц в системе, % 

1 

198,9 

573,3 

3,2∙106 

80,4 

2,4 

17,2 

2 

62,53 

818,1 

1,5∙108 

4,4 

80,6 

15 

3 

53,75 

818,1 

3,6∙104 

13,1 

73,9 

13 

 

Система является полидисперсной. По-

мимо микрометровых капсул в дисперсии присут-

ствуют также и нанокапсулы (табл. 2), что подтвер-

ждает успешное формирование системы полиэлек-

тролитных нано- и микрокапсул с белком. Внеш-

ний вид полученных капсул определяли методом 

оптической микроскопии на медицинском микро-

скопе Микмед-6 (рис. 2). 
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Рис. 2. Оптическое изображение капсул с дипептидом 

Fig. 2. Optical image of capsules with dipeptide 

 

Полученное изображение подтверждает нали-

чие объемных, сферических нано- и полиэлектро-

литных микрокапсул с белком, которые доста-

точно однородно распределены в рассматриваемой 

системе. Присутствие белка в полиэлектролитных 

микрокапсулах оценивалось качественным мето-

дом при помощи ксантопротеиновой реакции. 

Ксантопротеиновая реакция позволяет обнаружить 

ароматические аминокислоты (фенилаланин, тиро-

зин, гистидин, триптофан). Она основана на реак-

ции электрофильного замещения в ароматическом 

ядре (нитрование). 

При действии концентрированной азотной 

кислоты, например, на тирозин образуется про-

дукт, окрашенный в желтый цвет. Если в получен-

ный раствор добавить несколько капель едкого 

натра, то насыщенность окраски увеличится из 

желтого в оранжевый [21]. Для подтверждения 

наличия белка в исходном растворе и в дисперсии 

с полиэлектролитными микрокапсулами, были 

отобраны пробы по 5 мл, которые последовательно 

вводили 0,5 мл азотной концентрированной кис-

лоты и 0,2 мл едкого натра. На рис. 3 представлены 

фотографии, визуализирующие изменения, проис-

ходящие с исходным раствором и с дисперсией. 

 

 
Рис.3. Изменение окраски исходного (справа) раствора белка 

(0,2%) при капсулировании в бислойные полиэлектролитные 

микрокапсулы (слева) 

Fig.3. Color change in the initial (on right) protein solution 

(0.2%) when encapsulated in bilayer polyelectrolyte microcap-

sules (left) 

 

Наблюдаемое визуально изменение цветно-

сти полученных окрасок подтверждает процесс 

электрофильного замещения в ароматической мо-

лекуле тирозина, одного из соединений Tyr-Pro-

гидрохлорида. При этом изменение окраски проис-

ходит как в исходном растворе, так и в дисперсии 

микрокапсул. Это свидетельствует о наличии белка в 

закапсулированной форме. Интенсивность окраски 

закапсулированной формы менее насыщенная по 

сравнению с окраской исходного раствора, причем 

интенсивность окраски снижается более чем в 10 раз, 

что позволяет судить о высокой степени (около 

90%) капсуляции пептида. 

Проведенные исследования доказали воз-

можность получения устойчивой в течение 5 сут. 

дисперсии микрокапсул с включением белка Tyr-

Pro-гидрохлорида при использовании УЗ-гомоге-

низатора Bandelin SONOPULS HD 2070.2.  

Однако у данного способа есть существен-

ный недостаток: в процессе гомогенизации проис-

ходит интенсивное нагревание дисперсии, что впо-

следствии может привести к нарушению выделе-

ния белка из капсул или его полной денатурации. 

Рассматриваемый способ по своему исполнению 

является достаточно шумным и требует наличие 

дополнительного лабораторного звукоизоляцион-

ного шкафа. Поэтому было проведено аналогичное 

исследование с применением магнитной мешалки 

Magnetic Stirrer MMS-3000. Размеры частиц микро- 

и нанокапсул, полученных на магнитной мешалке, 

несколько отличаются от размеров капсул, полу-

ченных на УЗ-гомогенизаторе (табл. 3).  

 
Таблица 3 

Размеры частиц бислойных микрокапсул, содержа-

щих дипептид Tyr-Pro, полученных на магнитной 

мешалке 

Table 3. Particle sizes of bilayer nano- and microcap-

sules containing Tyr-Pro dipeptide obtained on a mag-

netic stirrer 

Номер изме-

рения, п/п 

Размеры ча-

стиц, нм 

Процентное соотноше-

ние частиц в системе, % 

1 831,4 100 

2 
364,8 

4,0∙104 

4 

96 

3 
493,7 

1,4∙104 

16,7 

83,3 

 

При этом дисперсия является устойчивой в 

течение 5 сут., как и в случае использования с го-

могенизатором. Для сравнения размеров, устойчи-

вости и степени однородности нано- и микрокап-

сул, полученных двумя способами во времени, рас-

считан средний размер и процентное соотношение 
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частиц из дисперсий, выдержанных пять сут. (рис. 4). 

После отстаивания средний размер нано- и микро-

капсул меньше у частиц, полученных на магнитной 

мешалке, по сравнению с частицами, полученными 

на УЗ-гомогенизаторе, причем как в нано-, так и 

микрометровом диапазоне (рис. 4). В процессе по-

лучения капсул с дипептидом на магнитной ме-

шалке не наблюдалось нагрева дисперсии и шумо-

вого барьера, что делает данный способ безопас-

ным для сохранения физико-химических свойств 

полиэлектролитных микрокапсул с белком и не 

требует дополнительного шумоизоляционного обо-

рудования, что позволяет исключить процесс ко-

алесценции нано- и микрокапсул. 

 

 
Рис.4. Сравнение среднего размера нано- и микрокапсул в 

нанометрах (1а) и микрометрах (1б), полученных на ультра-

звуковом гомогенизаторе (1) и магнитной мешалке (2), через 

5 сут. 

Fig.4. Comparison of the average size of nano- and microcapsules 

in nanometers (1а) and micrometers (1б), obtained on an ultra-

sound homogenizer (1) and a magnetic stirrer (2), after 5 days 

 

 

Рис.5. СЭМ изображение осажденных капсул с белком 

Fig.5. SEM image of precipitated protein capsules 

 

В процессе эксперимента были синтезиро-

ваны капсулы с моно-, би-, тетра-, гекса- и окто-

слойной оболочкой. Разработан метод осаждения 

полиэлектролитных капсул, позволяющий быстро 

оценить их наличие в системе. Он основан на ис-

следованиях реакций осаждения белков органиче-

скими растворителями 22. В качестве осадителя 

был выбран этиловый спирт, который широко ис-

пользуется в фармакологии и является бактерицид-

ной средой. Полученные осажденные капсулы ока-

зались достаточно крупными по размерам и визу-

ально заметными. Для более подробного изучения 

их структуры были получены снимки при помощи 

сканирующего электронного микроскопа (рис. 5). 

Средний размер капсул с кристаллической 

структурой варьировался от 240 до 300 мкм.  

ВЫВОДЫ 

Определены размеры частиц и устойчи-

вость составов нано- и микрокапсулированных 

АФБ, содержащих биологически активные фраг-

менты биополимеров (оригинальное вещество пеп-

тидной природы Tyr-Pro-гидрохлорид). Доказано 

наличие белка в закапсулированной форме с при-

менением ксантопротеиновой реакции. Выбраны 

оптимальные технологические параметры получе-

ния микрокапсул с белковыми соединениями Tyr-

Pro гидрохлорида.  
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