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Введение 

Актуальность работы. Создание систем для контролируемой доставки 

лекарственных препаратов является перспективным научным направлением в 

последние годы, поскольку использование таких систем позволяет значительно 

повысить терапевтический эффект и снизить негативное воздействие 

сильнодействующих препаратов на здоровые ткани организма.  

Массивы микроконтейнеров – это относительно новая, перспективная 

система доставки веществ, позволяющая инкапсулировать как 

низкомолекулярные, так и высокомолекулярные соединения. Использование 

биоразлагаемых и биосовместимых соединений при их конструировании 

открывает возможность их дальнейшего применения в медицине. 

Существует ряд параметров, позволяющих добиться контролируемого 

высвобождения веществ из массивов микроконтейнеров, наиболее интересным 

из которых является использование лазерного излучения ИК-диапазона. Для 

придания чувствительности к лазерному излучению, при конструировании 

таких систем доставки необходимо использовать фотопоглощающие агенты, в 

качестве которых могут выступать углеродные наночастицы. 

Целью данной работы является создание массивов микроконтейнеров на 

основе композита полимолочной кислоты и углеродных наночастиц, 

чувствительных к инфракрасному лазеру, для инкапсулирования биологически 

активных веществ – ферментов.  

Практическая значимость. Инкапсуляция ферментов представляет 

собой сложную задачу, поскольку существует множество факторов, влияющих 

на их стабильность и ферментативную активность. В свою очередь, создание 

полимерных микроконтейнеров предполагает минимальное воздействие на 

активное вещество, поскольку его инкапсуляция происходит на последнем 

этапе их формирования и предполагает только высушивание вещества при 

комнатной температуре и последующее запечатывание. 

Научная новизна данной работы заключается в разработке и 

оптимизации системы для доставки веществ на основе полимерных 
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микроконтейнеров, функционализированных углеродными наночастицами, 

которые в свою очередь позволяют герметично удерживать биологически 

активные вещества (ферменты) и высвобождать их при необходимости. 

Структура и объем работы. Работа включает в себя список сокращений, 

введение, 2 основные главы (6 разделов), заключение, технику безопасности и 

спискок используемых источников, состоящий из 48 наименований. Работа 

изложена на 52 листах, включает 24 рисунка. 
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Основное содержание работы 

Во введение обоснована актуальность темы работы, изложена научная 

новизна и практическая значимость. 

В первой главе представлен литературный обзор, в котором описаны 

наиболее перспективные системы для контролируемой доставки веществ, 

представленны основные подходы к конструированию массивов 

микроконтейнеров и параметры, позволяющие осуществлять контролируемое 

высвобождение веществ из них. Литературный обзор включает информацию о 

способах синтеза углеродных наночастиц, как источника тепловой энергии для 

высвобождения веществ из микроконтейнеров. Так же в литературном обзоре 

описаны известные способы инкапсуляции ферментов и их недостатки.  

Во второй главе представлено описание используемого оборудования и 

реагентов, описаны методики проведения экспериментов и полученные 

результаты.  

Для синтеза УНЧ был выбран гидротермальный метод, основанный на 

термической обработке водных растворов углеродного сырья в замкнутом 

объеме (рисунок 1 (А)). 

Для получения ПЛА, содержащего УНЧ, необходимо высушить 

полученные УНЧ. Для этого в чашку Петри порциями прикапывали УНЧ с 

этанолом и сушили в сушильном шкафу при 50-60℃ до полного испарения 

жидкости. Полученный порошок помещали в стеклянную баночку, добавляли 

15 мл хлороформа и навеску ПЛА, соответствующую 1%.(рисунок 1 (Б)). 
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Рисунок 1 – Схема синтеза углеродных наночастиц (А) и приготовление композита 

полимолочной кислоты и углеродных наночастиц (Б) 

 

ММК были синтезированы с помощью ПДМС-штампа с рельефом в виде 

упорядоченного массива микроразмерных лунок, который был покрыт тонкой 

пленкой полимолочной кислоты, функционалированной углеродными 

наночастицами (ПЛА_УНЧ) с целью придания чувствительности к 

воздействию лазерного излучения.  

Для синтеза микроконтейнеров (схема на рисунке 2) ПДМС-штамп 

помещали в композит ПЛА_УНЧ и высушивали на нем тонкую равномерную 

пленку с микролунками. Затем, на поверхность пленки помещали 1 μл водного 

раствора фермента и равномерно распределяли с помощью наконечника пипет-

дозатора до полного испарения жидкости. Таким образом, в микролунки 

композитной пленки были «загружены» кристаллы фермента. Параллельно 

подготавливали покровное стекло с равномерно нанесенной пленкой ПЛА, на 

которой отпечатывали массив микроконтейнеров. 

СЭМ изображения пленки ПЛА_УНЧ на ПДМС-штампе и массива 

пустых микроконтейнеров представлены на рисунке 2. 
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Рисунок 2 – Схема формирования массива микроконтейнеров из композита полимолочной 

кислоты и углеродных наночастиц, содержащих фермент в качестве «груза»; СЭМ-

изображения пленки с микролунками и пустых микроконтейнеров  

 

Для оценки ферментативного действия α-амилазы на крахмал и его 

комплекс с йодом было проведено колориметрическое определение по схеме на 

рисунке 3 слева. Для этого 0,5% раствор крахмала раскапывали по 100 μл в 

лунки микропланшета, после чего к контрольным лункам (красная область на 

рисунке 3) добавляли по 10 μл разбавленного в 100 раз раствора люголя и 

бидистилированной воды. Для оценки действия фермента на йодкрахмальный 

комплекс, в лунки к крахмалу добавляли по 10 μл люголя и α-амилазы 

различной концентрации (желтая область на рисунке 3). Для оценки действия 

фермента на крахмал, в лунки к крахмалу добавляли по 10 μл α-амилазы 

различной концентрации (зеленая область на рисунке 3). Спустя 30 минут к 

лункам зеленой области добавляли по 10 μл люголя и наблюдали окраску 

растворов во всех лунках. 

В результате взаимодействия α-амилазы и крахмала, при последующем 

добавлении йода, а также α-амилазы и йодкрахмального комплекса происходит 

изменение интенсивности окраски, что свидетельствует о ферментативной 

деструкции крахмала и его комплекса с йодом (рисунок 3 справа). 
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Рисунок 3 - Колориметрическое определение ферментативного действия α-амилазы на 

крахмал и его комплекс с йодом (слева: схема определения, справа: результат определения) 

 

Согласно литературным данным, определение α-амилазы 

йодометрическим методом предполагает предварительный гидролиз крахмала и 

проведение реакции между продуктами гидролиза и йодом. Возможность 

разрушения йодкрахмального комплекса ферментом не описана в литературе. 

Таким образом, для отслеживания высвобождения α-амилазы из ММК 

был выбран подход, предполагающий обесцвечивание йодкрахмального 

комплекса под действием фермента (рисунок 4). Это позволит наблюдать за 

течением ферментативной реакции без дополнительных этапов, позволяющих 

визуализировать процесс. 

 

Рисунок 4 – Схема взаимодействия комплекса йод-крахмал с α-амилазой 
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Присутствие УНЧ в рельефной пленке ПЛА может повлиять на 

герметичность MМК с α-амилазой. В связи с этим необходимо оценить 

спонтанное высвобождение α-амилазы из микроконтейнеров без 

дополнительного внешнего воздействия.  

Для этого на MМК с α-амилазой в качестве «груза» были нанесены 

адгезивные гидрофобные барьеры с фиксированной толщиной 120 µм, после 

чего на их поверхность прикапывали 8 μл смеси 0,5% крахмала с йодом, взятых 

в соотношении 1/100 и выдерживали 1 час (рисунок 5 (А)). После этого 

наблюдали изменение интенсивности окраски. 

При контакте микроконтейнеров с водным раствором крахмала и йода 

изменение цвета не происходит, что свидетельствует об отсутствии 

спонтанного высвобождения α-амилазы из ММК (рисунок 5 (Б)).  

После этого образец подвергали ультразвуковому воздействию 

(известный внешний фактор, приводящий к высвобождению веществ из 

носителя). При этом визуальное изменение цвета происходит постепенно, а 

через 15 минут воздействия происходит обесцвечивание йодкрахмального 

комплекса (рисунок 5 (Б)).  

 

Рисунок 5 – Колориметрическая оценка спонтанного высвобождения α-амилазы из массивов 

микроконтейнеров на основе композита полимолочной кислоты и углеродных наночастиц (А 

– схема; Б – результат) 

 



9 

 

Таким образом, ММК на основе ПЛА_УНЧ позволяют герметично 

инкапсулировать α-амилазу, при этом ее активность сохраняется. 

Наличие УНЧ в полимерной рельефной пленке делает ММК 

чувствительными к лазерному воздействию. При поглощении лазерного 

излучения наночастицами происходит локальный нагрев поверхности ММК и, 

как следствие, ее разрушение. 

Для вскрытия микроконтейнеров был выбран инфракрасный (1064 нм) 

импульсный лазер с частотой 3 кГц, мощностью 1,5 Вт и длительностью 

импульса 2 нс. Образцы ММК были приготовлены аналогично предыдущему 

пункту, схема контролируемого высвобождения фермента демонстрируется на 

рисунке 6 (A). 

Чтобы исключить влияние лазерного и термического воздействий на 

интенсивность окраски комплекса крахмала и йода или активность фермента, 

были приготовлены контрольные образцы. В качестве контроля мы 

использовали три образца: пустой ММК из ПЛА и ПЛА_УНЧ, а также ММК из 

ПЛА с α-амилазой в качестве «груза». Для всех образцов с помощью 

оптического микроскопа были получены изображения до и после лазерного 

воздействия. Полученные изображения обрабатывались с помощью программы 

Adobe Photoshop SC6 Extended (функция «карта градиента», которая позволяет 

провести замену темных и светлых оттенков изображения необходимыми). 

Градиентные карты полученных изображений представленны на рисунке 6 

(Б,В). 
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Рисунок 6 – Схема контролируемого лазером вскрытия микрокамер с последующим 

протеканием ферментативной реакции (А); градиентные карты изображений образцов, 

полученных на микроскопе Olympus (Б – экспериментальный образец; В – контролные 

образцы) 

 

В результате лазерного воздействия на ММК, включающих УНЧ, 

происходит неравномерное обесцвечивание комплекса крахмала с йодом, что 

свидетельствует о высвобождении фермента и сохранении его биологической 

активности (рисунок 6 (Б)). Для контрольных образцов (рисунок 6 (В)), которые 

подвергались аналогичному воздействию лазера, данных изменений не 

наблюдается. 

Таким образом, мы показали, что MМК на основе композита ПЛА и УНЧ 

герметично удерживают α-амилазу (спонтанного высвобождения не 

происходит), тогда как под действием инфракрасного лазера фермент 

высвобождается из MМК. Следует отметить, что биологическая активность α-

амилазы на всех этапах сохраняется. 
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ПХ окисляет ТМБ в присутствии пероксида водорода, что затрудняет 

наблюдение ферментативной реакции в реальном времени, поскольку при 

контакте ММК на основе ПЛА_УНЧ, содержащих ПХ в качестве «груза», 

происходит мгновенное проявление ферментативной реакции (рисунок 7). Это 

связанно с тем, что происходит разрушение полимерной пленки и как 

следствие высвобождением фермента. Желтая окраска продукта 

ферментативной реакции обусловлена значительным избытком ПХ. 

 

Рисунок 7 – Фотографии пустых массивов микроконтейнеров (слева) и содержащих 

пероксидазу хрена в качестве «груза» (справа) после добавления на их поверхность 

субстрата  

В связи с этим, наблюдение высвобождения ПХ из ММК проводили 

путем проведения ферментативной реакции между водной средой на 

поверхности помещены ММК с ПХ в качестве «груза», и ТМБ-субстратом. 

Для возможности количественного определения высвободившегося 

фермента из ММК, была построена зависимость оптической плотности при 450 

нм (конечный продукт окисления ТМБ) от концентрации ПХ. 

Для этого в лунки микропланшета раскапывали по 50 µл ПХ, 

концентрации от 1µг/мл до 1пкг/мл, после чего добавляли 50 µл ТМБ-субстрата 

и оставляли на 10 минут. Для остановки ферментативной реакции добавляли 50 

µл 0.1М H2SO4 и детектировали оптическую плотность при 450 нм (рисунок 8). 



12 

 

 

Рисунок 8 – Зависимость оптической плотности при 450 нм от логарифма концентрации 

пероксидазы хрена 

При высоких и низких концентрациях нарушается линейность 

зависимости и количественное определение невозможно, оптимальные 

концентрации фермента составляют 0.1 – 0.001 µг/мл. 

Для оценки спонтанного высвобождение ПХ (рисунок 9 (А)) из 

микроконтейнеров, на поверхность MМК с ПХ в качестве «груза» прикапывали 

100 µл бидистилированной воды и оставляли на 30 минут. После этого, 

отбирали жидкость с поверхности и проводили определение ПХ аналогично 

прошлому пункту (рисунок 9, справа). 

В результате определения, концентрация ПХ в отобранной жидкости 

превышала концентрации линейной области на рисунке 8. Исходя из этих 

данных можно сделать вывод, что полимерная пленка, приготовленная из 

композита ПЛА и УНЧ не позволяет герметично инкапсулировать ПХ. 

Для эффективной инкапсуляции веществ в ММК, как правило, 

используются высокие концентрации веществ (мг), что значительно превышает 

рабочую концентрацию ПХ. В связи с этим, с целью понижения концентрации 

ПХ и сохранения эффективности инкапсуляции, ПХ разбавляли раствором 1% 

бычьего сывороточного альбумин (БСА) (рисунок 9). Таким образом, удалось 

уменьшить концентрацию ПХ до 1 µг/мл (1нг ПХ на ММК). 
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После инкапсуляции ПХ_БСА в ММК на их поверхность прикапывали 

100 µл бидистилированной воды и оставляли на 30 минут. После этого, 

отбирали жидкость с поверхности и проводили определение ПХ. 

Снижение концентрации ПХ не позволяет эффективно инкапсулировать 

фермент в композитные пленки ПЛА_УНЧ, поскольку спустя 30 минут 

определенная концентрация ПХ находится вне линейной области 

калибровочной кривой и соответствует загруженной концентрации. 

 

Рисунок 9 – Схема оценки спонтанного высвобождения пероксидазы хрена и ее смеси с 

бычим сывороточным альбумином из массивов микроконтейнеров 

 

Таким образом, использование композита ПЛА и УНЧ не позволяет 

герметично инкапсулировать ПХ. 
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Заключение 

В результате выполнения работы была предложена схема формирования 

массивов микроконтейнеров на основе композита полимолочной кислоты и 

углеродных наночастиц. Наличие углеродных наночастиц в рельефной пленке 

микроконтейнеров делает их чувствительными к инфракрасному лазеру. 

Для инкапсуляции в полученные массивы микроконтейнеров были 

выбраны два фермента различной природы и близкой молекулярной массы (α-

амилаза и пероксидаза хрена). Для визуализации высвобождения ферментов из 

массивов микроконтейнеров был использован колориметрический и 

спектрофотометрический методы.  

Определение α-амилазы проводилось йодометрическим методом, 

который заключается в гидролизе крахмала под действием фермента, что 

делает его недоступным для образования сине-фиолетового комплекса с йодом. 

Определение перосксидазы хрена проводили с использованием 3,3’,5,5’-

Тетраметилбензидин – субстрата, продукт окисления которого детектировали 

спектрофотометрически. 

В результате оценки спонтанного высвобождения ферментов из массивов 

микроконтейнеров демонстрируется, что полимерные пленки на основе 

композита полимолочной кислоты и углеродных наночастиц герметично 

удерживают α-амилазу и не подходят для инкапсуляции пероксидазы хрена. 

Исследование возможности высвобождения фермента из массива 

микроконтейнеров под действием инфракрасного лазера демонстрирует 

эффективное высвобождение α-амилазы, что подтверждается обесцвечиванием 

комплекса крахмала с йодом, а также сохранение активности фермента. 

Таким образом, в работе были представлены массивы микроконтейнеров 

на основе полимолочной кислоты и углеродных наночастиц, как система, 

позволяющая герметично удерживать и контролируя лазером высвобождать α-

амилазу, следует отметить, что лазерное излучение не оказывает негативного 

воздействия на инкапсулированный фермент. Однако, данные 
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микроконтейнеры не подходят для инкапсуляции пероксидазы хрена, что 

может быть связано деструкцией микрокамер под действием фермента. 
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