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Целью работы было получение наночастиц бензотиазольных производных хитозана 
BCD-L-0,65 и BCD-H-0,65 и исследование их антибактериальной активности. Для полу-
чения наночастиц использовали метод ионотропного гелеобразования с триполифосфа-
том натрия. Изучение антибактериальной активности полученных систем проводили 
методом диффузии в агар в отношении двух штаммов патогенных микроорганизмов: 
Staphylococcus aureus (S. аureus) и Escherichia coli (E. сoli). Полученные наночастицы отли-
чались величиной кажущегося гидродинамического диаметра, индекса полидисперсности 
и дзета-потенциала. Для статистической обработки результатов исследования приме-
няли однофакторный дисперсионный анализ. Исследуемые наночастицы продемонстри-
ровали выраженный антибактериальный эффект. Определено, что антибактериальный 
эффект бензотиазольных производных хитозана уменьшается с увеличением его моле-
кулярной массы. Установлена зависимость антибактериальной активности наночастиц 
от размеров кажущегося гидродинамического диаметра (возрастает при уменьшении его 
размера) и дзета-потенциала (повышается при его увеличении).
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ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на очевидные успехи анти-
биотикотерапии в лечении бактериальных 
инфекций и раневых поверхностей, поиск 
новых нетоксичных соединений с анти-
бактериальной активностью по-прежнему 
остается актуальной проблемой современ-
ной медицины и фармации. Это связано 
прежде всего с ростом антибиотикоре-
зистентности микроорганизмов, которая 
представляет собой не только медицин-
скую, но и важную социально-экономиче-
скую проблему, так как пациенты, инфи-
цированные резистентными бактериями, 
нуждаются в более длительном лечении и 
подвержены риску серьезных осложнений 
[1, 2].

Среди природных соединений в каче-
стве антибактериального средства пред-
ставляет интерес производное хитина хи-

тозан [3, 4].
Хитозан – это биосовместимый, био-

разлагаемый и нетоксичный природный 
полимер, имеющий широкий спектр фар-
макологических свойств, в том числе и 
антибактериальную активность [5, 6]. Не-
давно на основе хитозана были получены 
триазолбетаин-, бетаин-, азидо-, серо- и 
селенсодержащие производные, облада-
ющие умеренной антибактериальной ак-
тивностью [7–9]. Однако биологические 
и фармакологические свойства природ-
ных полимеров могут быть значитель-
но улучшены путем преобразования их в 
форму наночастиц [10], что было неодно-
кратно продемонстрировано на примере 
хитозана и ряда его производных [11, 12]. 
Для получения наночастиц полимеров ис-
пользуют такие современные методы, как 
самосборка, ультразвуковая обработка, 
распылительная сушка в электрическом 
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поле, ионотропное гелеобразование [13]. 
Все вышеперечисленные подходы широ-
ко используются в работе с хитозаном, но 
следует отметить, что ионотропное гелео-
бразование является наиболее простым и 
экономичным методом. 

Бензотиазолы представляют собой 
ароматические гетероциклические систе-
мы, которые сами по себе характеризуются 
выраженным антибактериальным эффек-
том. Кроме того, недавно были описаны 
бензотиазольные производные хитозана, 
также представляющие интерес в качестве 
антибактериальных агентов [14–16]. 

В этой связи представляет несомнен-
ный интерес разработка подходов к полу-
чению наночастиц на основе бензотиа-
зольных производных хитозана и исследо-
вание их антибактериальных свойств.

Целью настоящей работы было ис-
следовать влияние физико-химических 
свойств наночастиц на основе бензотиа-
зольных производных низкомолекулярно-
го и высокомолекулярного хитозанов на их 
антибактериальную активность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследования были нано-
частицы на основе бензотиазольных про-
изводных хитозана, которые получали 
методом ионотропного гелеобразования с 
триполифосфатом натрия. Для производ-
ства наночастиц использовали бензоти-
азольные производные низкомолекуляр-
ного хитозана BCD-L-0,65 (молекулярная 
масса 0,35 kДa) и высокомолекулярного 
BCD-H-0,65 (молекулярная масса 3,5 kДa), 
полученные согласно классическим про-
токолам синтеза катионных производных 
хитозана [17]. 

Для получения физически сши-
тых наноразмерных гелей (наночастиц) 
BCD-L-0,65 или BCD-H-0,65 (1 мг) рас-
творяли в воде (2 мл) и добавляли раствор 
триполифосфата натрия (ТПФ, 0,5 мг/мл) 
(объем см. таблицу 1). Скорость добав-
ления раствора полифосфата составляла 
не более 3 капель в минуту; проводилось 
интенсивное перемешивание реакционной 
смеси.

Образец VTПФ, 
мл

Кажущийся гидродинамический 
диаметр, нм*

Индекс 
полидисперсности

ζ-потенциал,
мВ

NP-1-BCD-L-0,65 0,3 150 ± 4 0,15 ± 0,03 22,0 ± 0,6
NP-2-BCD-L-0,65 0,8 100 ± 3 0,12 ± 0,01 20,1 ± 0,2
NP-3-BCD-L-0,65 1,1 180 ± 5 0,10 ± 0,01 21,4 ± 0,5
NP-4-BCD-L-0,65 1,4 250 ± 6 0,10 ± 0,02 13,3 ± 0,2
NP-5-BCD-L-0,65 2,2 350 ± 6 0,14 ± 0,03 7,5 ± 0,2
NP-1-BCD-H-0,65 0,2 150 ± 2 0,19 ± 0,02 31,3 ± 0,1
NP-2-BCD-H-0,65 0,5 100 ± 5 0,13 ± 0,02 27,3 ± 0,1
NP-3-BCD-H-0,65 0,9 180 ± 1 0,13 ± 0,03 21,7 ± 0,4
NP-4-BCD-H-0,65 1,1 250 ± 2 0,17 ± 0,01 18,5 ± 0,2
NP-5-BCD-H-0,65 2,0 350 ± 2 0,11 ± 0,02 12,2 ± 0,4

Таблица 1. – Объем израсходованного триполифосфата натрия и характеристика 
наночастиц бензотиазольных производных хитозана [18]

Примечание: *Среднее значение ± стандартное отклонение, n = 3.

Кажущийся гидродинамический диа-
метр и дзета-потенциал наночастиц в воде 
оценивали при комнатной температуре (око-
ло 20 °С) на приборе «Фотокор Компакт-Z» 
(Россия) при 659 = ג нм и ө = 90 °С.

Индекс полидисперсности (безразмер-
ная величина) рассчитывали, как отноше-
ние среднего значения массы наночастиц 
выборки к среднему значению их молеку-
лярных масс.

Антибактериальную активность си-
стем на основе хитозана in vitro исследова-

ли методом диффузии в агар. Активность 
тестируемых образцов изучали в отно-
шении S. аureus (RCMB 010027) и E. coli 
(RCMB 010051). Активность определяли 
путем измерения штангенциркулем диа-
метра зоны ингибирования в мм в трех по-
вторностях. 

Статистическую значимость различий 
между выборками определяли с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа 
с использованием программного обеспе-
чения Microsoft Excel 16. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Нами получено 10 образцов наноча-
стиц производных хитозана за счет его 
взаимодействия с триполифосфатом на-
трия. Реакция триполифосфата натрия и 
бензотиазольного производного хитозана 
представляет собой электростатическое 
взаимодействие, которое реализуется за 
счет сил притяжения между триполифос-
фатным анионом и протонированными 
атомами азота бензотиазольного замести-
теля производного хитозана и/или про-
тонированными аминогруппами данного 
полимера. Благодаря электростатическому 
взаимодействию осуществляется форми-
рование различных самоорганизующихся 

наноструктур [18].
Объем израсходованного триполифос-

фата натрия и характеристики полученных 
наночастиц представлены в таблице 1.

Полученные наночастицы отличаются 
величиной кажущегося гидродинамическо-
го диаметра, который находится в диапазо-
не от 100 до 350 нм. Кажущийся гидродина-
мический диаметр полученных наночастиц 
зависит от количества добавляемого трипо-
лифосфата натрия: добавление бóльшего 
количества триполифосфата натрия сначала 
приводит к уменьшению гидродинамиче-
ского диаметра образующихся наночастиц. 
Последующее добавление триполифосфа-
та натрия, наоборот, вызывает увеличение 
размера наночастиц (рисунок 1). 

Рисунок 1. – Влияние объема натрия триполифосфата на размер кажущего 
гидродинамического диаметра наночастиц производных низкомолекулярного хитозана 

(синий) и производных высокомолекулярного хитозана (красный)
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Подобные наблюдения неоднократно 
описывались в литературе и вполне типич-
ны для получения наночастиц на основе 
хитозана посредством метода ионотропно-
го гелеобразования [14].

С помощью метода однофакторно-
го дисперсионного анализа определено, 
что величина молекулярной массы бен-
зотиазольных производных хитозана не 
влияет на кажущийся гидродинамиче-
ский диаметр исследуемых наночастиц  
(Fэксп. =0,0014 ˂ Fкрит.= 4,20) и не влияет на 
индекс полидисперсности (Fэксп. = 1,09 ˂ 
Fкрит. = 4,20). 

Индекс полидисперсности (poly-
dispersity index, PDI) характеризует ши-
рину распределения частиц по размерам. 
Значения PDI ранжируются от 0 до 1. Чем 

ближе значение PDI к 0, тем частицы бо-
лее гомогенны [17]. Полученные значения 
индекса полидисперсности наночастиц 
бензотиазольных производных хитозана 
от 0,01 до 0,19 свидетельствуют об одно-
родности их распределения по размеру.

Как показало исследование, наноча-
стицы, полученные на основе высокомо-
лекулярных производных хитозана, имеют 
более высокие значения дзета-потенциала 
и, следовательно, менее подвержены агре-
гации [19]. Результаты однофакторного 
дисперсионного анализа свидетельству-
ют, что различие статистически значимо  
(Fэксп. = 5,23 ˃ Fкрит. = 4,20). 

В ходе исследования определено, что 
на величину дзета-потенциала получен-
ных наночастиц влияет их кажущийся 
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гидродинамический диаметр. Для наноча-
стиц на основе низкомолекулярных хито-
занов наиболее высокие значения дзета-
потенциала характерны при их кажущемся 
гидродинамическом диаметре от 100 до 
180 нм, для наночастиц на основе высоко-
молекулярных хитозанов – при размерах 
от 100 до 150 нм.

В дальнейшем по мере увеличения ка-

жущегося гидродинамического диаметра 
наночастиц их дзета-потенциал снижается 
и, следовательно, увеличивается способ-
ность к агрегации (рисунок 2). При этом 
снижение дзета-потенциала для наноча-
стиц на основе низкомолекулярного хи-
тозана с кажущимся гидродинамическим 
диаметром выше 180 нм осуществляется 
более интенсивно.

y = 4E-06x3 - 0,0031x2 + 0,613x - 14,824 
R² = 0,9974 

y = 4E-06x3 - 0,0025x2 + 0,4378x + 5,2044 
R² = 0,8741 
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Рисунок 2. – Влияние величины кажущегося гидродинамического диаметра наночастиц 
на основе производных низкомолекулярного хитозана (синий) и производных 

высокомолекулярного хитозана (красный) на их дзета-потенциал

Следующим этапом нашей работы 
было исследование антибактериальной 
активности исходных хитозанов и син-
тезированных наносистем в отношении 

грамположительных бактерий S. aureus и 
грамотрицательных бактерий E. coli. Экс-
периментальные данные представлены в 
таблице 2.

Таблица 2. – Антибактериальная активность бензотиазольных производных 
и их наночастиц in vitro [18]

Образец S. aureus E. coli
Зона ингибирования, мм*

Низкомолекулярный хитозан 13,6 ± 0,2 10,9 ± 0,1
BCD-L-0,65 21,3 ± 0,1 15,7 ± 0,2
NP-1-BCD-L-0,65 (1) 21,9 ± 0,2 16,1 ± 0,1
NP-2-BCD-L-0,65 (2) 23,5 ± 0,3 17,4 ± 0,3
NP-3-BCD-L-0,65 (3) 20,5 ± 0,2 15,0 ± 0,3
NP-4-BCD-L-0,65 (4) 19,1 ± 0,1 14,0 ± 0,1
NP-5-BCD-L-0,65 (5) 18,4 ± 0,3 13,4 ± 0,2
Высокомолекулярный хитозан 12,1 ± 0,3 9,1 ± 0,2
BCD-H-0,65 21,3 ±0,3 15,5 ± 0,1
NP-1-BCD-H-0,65 (1) 23,2 ± 0,3 18,2 ± 0,1
NP-2-BCD-H-0,65 (2) 27,4 ± 0,3 19,3 ± 0,3
NP-3-BCD-H-0,65 (3) 23,5 ± 0,2 17,8 ± 0,3
NP-4-BCD-H-0,65 (4) 19,1 ± 0,1 15,3 ± 0,2
NP-5-BCD-H-0,65 (5) 18,4 ± 0,3 14,0 ± 0,1

Примечание: *Среднее значение ± стандартное отклонение, n = 3.
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Из таблицы 2 видно, что антибакте-
риальный эффект всех производных хи-
тозанов более выражен, чем у исходных 
хитозанов. Наиболее выраженной актив-
ностью обладают среди низкомолекуляр-
ных наночастицы производного NP-2-
BCD-L-0,65, среди высокомолекулярных –  
NP-2-BCD-H-0,65. Их активность выше 
активности соответствующего низкомо-
лекулярного производного BCD-L-0,65 
на 10,3% для S. аureus и на 10,8% для  
E. сoli; высокомолекулярного производно-
го BCD-H-0,65 – на 28,6% для S. аureus и 
на 24,5% для E. сoli.

Определено, что наночастицы на ос-
нове высокомолекулярного производного 
хитозана проявляют более выраженную 
антибактериальную активность по сравне-
нию с наночастицами на основе низкомо-
лекулярного хитозана для обоих микроор-
ганизмов (рисунки 3, 4).

Установлено, что антибактериальный 
эффект исследуемых наночастиц зависит 
от их кажущегося гидродинамического ди-
аметра: при размере наночастиц 100 нм их 
активность максимальная. В дальнейшем 
по мере увеличения размера частиц актив-
ность падает (рисунки 3, 4).

Рисунок 3. – Влияние величины кажущегося гидродинамического диаметра 
наночастиц производных низкомолекулярного хитозана (синий) и производных 
высокомолекулярного хитозана (красный) на их антибактериальную активность  

в отношении S. aureus

Рисунок 4. – Влияние величины кажущегося гидродинамического диаметра наночастиц 
производных низкомолекулярного хитозана (синий) и производных 

высокомолекулярного хитозана (красный) на их антибактериальную активность в 
отношении E. coli
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Полученные в ходе исследования дан-
ные демонстрируют, что антибактериаль-
ная активность наночастиц, полученных 
как из высокомолекулярного, так и из низ-
комолекулярного производных хитозана, 
повышается с увеличением дзета-потен-

циала (рисунки 5, 6).
Все зависимости хорошо аппроксими-

руются полиномиальными уравнениями 
третьего или второго порядка с высокими 
коэффициентами детерминации (от 0,8317 
до 0,9976).

y = 0,0036x3 - 0,133x2 + 1,6764x + 11,792 
R² = 0,8317 

y = -0,0111x3 + 0,6949x2 - 13,249x + 96,7 
R² = 0,9976 
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Рисунок 5. – Влияние величины дзета-потенциала наночастиц производных 
низкомолекулярного хитозана (синий) и производных высокомолекулярного хитозана 

(красный) на их антибактериальную активность в отношении S. aureus

Рисунок 6. – Влияние величины дзета-потенциала наночастиц производных 
низкомолекулярного хитозана (синий) и производных высокомолекулярного хитозана 

(красный) на антибактериальную активность исследуемых образцов в отношении E. coli

y = 0,0232x2 - 0,4662x + 15,717 
R² = 0,8792 

y = -0,0039x3 + 0,2389x2 - 4,2859x + 37,774 
R² = 0,9869 
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ВЫВОДЫ

Установлено, что наночастицы на ос-
нове низкомолекулярных и высокомоле-
кулярных бензотиазольных производных 
хитозана имеют размеры кажущегося 
гидродинамического диаметра от 100 до  
350 нм и индекс полидисперсности от 0,01 
до 0,019, что позволяет их характеризовать 
как устойчивые к агрегации частиц систе-

мы. Дзета-потенциал полученных нано-
частиц статистически значимо выше для 
наночастиц на основе производных высо-
комолекулярного хитозана (Fэксп. ˃ Fкрит.), 
его значение зависит от величины их ка-
жущегося гидродинамического диаметра. 
Полученные наночастицы проявляют ан-
тибактериальную активность в отношении 
S. аureus и E. сoli, при этом их активность 
выше по сравнению с исходными низко-
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молекулярными хитозанами. Определено, 
что наночастицы на основе высокомолеку-
лярного производного хитозана проявляют 
более выраженную антибактериальную 
активность по сравнению с наночастица-
ми на основе низкомолекулярного хитоза-
на для обоих микроорганизмов. Наиболее 
выраженной активностью обладают среди 
низкомолекулярных наночастицы произ-
водного NP-2-BCD-L-0,65, среди высо-
комолекулярных – NP-2-BCD-H-0,65: их 
активность выше исходных бензотиазоль-
ных производных хитозана на 10,3–10,8% 
и 24,5–28,6% соответственно в зависимо-
сти от вида микроорганизма.

SUMMARY

T. V. Shakolo, A. S. Kritchenkov, 
O. V. Kurlyuk

EFFECT OF PHYSICAL AND CHEMICAL 
PROPERTIES OF NANOPARTICLES

BASED ON BENZOTHIAZOLE 
DERIVATIVES OF LOW-MOLECULAR 
AND HIGH-MOLECULAR CHITOSANS 
ON THEIR ANTIBACTERIAL ACTIVITY 

The goal of the work was to obtain 
nanoparticles of benzothiazole derivatives of 
chitosan BCD-L-0.65 and BCD-H-0.65 and 
to study their antibacterial activity. To ob-
tain nanoparticles, the method of ionotropic 
gelation with sodium tripolyphosphate was 
used. The study of antibacterial activity of 
the resulting systems was carried out using 
the agar diffusion method against two strains 
of pathogenic microorganisms: Staphylococ-
cus aureus (S. aureus) and Escherichia coli  
(E. coli). The resulting nanoparticles dif-
fered in the size of the apparent hydrody-
namic diameter, polydispersity index and 
zeta potential. Single-factor analysis of vari-
ance was used for statistical processing of 
the results studied. The nanoparticles studied 
demonstrated a pronounced antibacterial ef-
fect. It was determined that antibacterial ef-
fect of benzothiazole derivatives of chitosan 
decreases with the increase in its molecular 
weight. Dependence of antibacterial activity 
of nanoparticles on the size of the apparent 
hydrodynamic diameter (increases with the 
decrease in its size) and zeta potential (in-
creases with its increase) was established.

Keywords: chitosan, nanoparticles, ap-
parent hydrodynamic diameter, zeta potential, 
antibacterial activity.
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