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ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА МАГНИТНЫХ МИКРОСФЕР 
НА ОСНОВЕ МАГНЕТИТА И ГИДРОФИЛЬНЫХ ПОЛИМЕРОВ

Аннотация. Эмульсионным методом из содержащих магнитные наночастицы растворов альгината, пектина, 
желатина, хитозана и поливинилового спирта получены магнитные микросферы (ММС) с индексом полидисперс- 
ности ≤ 0,1. Ковалентно сшитые глутаральдегидом желатиновые, хитозановые и поливинилспиртовые микросферы 
не гидролизуются в среде pH 7,4 при комнатной температуре и устойчивы к ультразвуку. Микросферы, содержащие 
суперпарамагнитные частицы магнетита, не проявляют остаточной намагниченности. На основе поливинилспирто-
вых и хитозановых ММС разработаны наборы для иммуномагнитной сепарации клеток и микроорганизмов.
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SYNTHESIS AND PROPERTIES OF MAGNETIC MICROSPHERES BASED ON MAGNETITE 
AND HYDROPHILIC POLYMERS

Abstract. Using emulsification technique, magnetic microspheres (MMS) were prepared from solutions of alginate, pectin, 
gelatin, chitosan and polyvinyl alcohol. Index of polidispersity of the microspheres was ≤ 0.1. The microspheres from gelatin, 
chitosan and polyvinyl alcohol covalently crosslinked with glutaraldehyde were resistant to sonication and hydrolysis at room 
temperature in buffer solution with pH   7.4. The microspheres containing superparamagnetic magnetite particles demonstrated 
no residual magnetization. After modification, chitosan and polyvinyl alcohol MMS were used for immunomagnetic separation 
of cells and germs.
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Введение. Магнитные микросферы (ММС) применяются в биологии и медицине для имму-
номагнитной сепарации клеток [1] и микроорганизмов [2]. Как правило, они имеют ядро из кон-
струкционных полимеров, например полистирола, и оболочку из гидрофильных полимеров. Ядро 
обеспечивает прочность микросферы и удержание магнитного материала, составляет основной 
объем ММС и определяет ее размер. Оболочка необходима для минимизации неспецифического 
связывания ММС с биологическими объектами. В качестве материала оболочки могут приме-
няться, в частности, полиэтиленгликоль, поливиниловый спирт (ПВС) и декстран [3]. Для получе-
ния микросфер с монодисперсными ядрами и биосовместимой оболочкой необходимы сложные мно-
гостадийные процедуры синтеза. Известны более простые способы получения микросфер целиком 
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из гидрофильных полимеров, основанные на отверждении (желировании) содержащих полимер 
капель эмульсий сшивающими агентами [4–6], в том числе способ, запатентованный нами [6].

Цель данной работы – получение ММС из гидрофильных полимеров (альгината, пектина, 
желатина, хитозана, поливинилового спирта) и изучение их свойств, значимых для процедур 
магнитной сепарации: размера, магнитной восприимчивости, устойчивости к гидролизу и воз-
действию ультразвука.

Экспериментальная часть. Суперпарамагнитные наночастицы магнетита, имеющие сред-
ний размер 10–15 нм, получали согласно [7]. Ферромагнитные частицы магнетита (средний раз-
мер ≥ 60 нм) получали путем осаждения аммиаком оксидов и гидроксидов железа с последу- 
ющим окислением: раствор, содержащий 111,2 г FeSO4 · 7Н2О, 21,6 г FeCl3 · 6Н2О в 1 л воды, сме-
шивали с 500 мл 8,5 % аммиака. Образовавшуюся суспензию нагревали до 70 °С, добавляли 
40,0 г NaOH и 4,3 г NaNO3 и поднимали температуру на 10 °С в час до 100 °С, после чего отмыва-
ли и высушивали. Частицы феррита железа-кобальта получали согласно [8].

Для получения магнитных жидкостей (МЖ) к осадку магнитных частиц добавляли раствор 
полимера и обрабатывали на ультразвуковом погружном диспергаторе 22 кГц, 100 Вт до кипе-
ния. Использовали следующие составы МЖ, где ДММ – доля магнитного материала, определен-
ная как объемный процент (%V) осадка после центрифугирования:

20,0 г/л альгината, pH 7, ДММ 2,0 – 3,0 %V (магнетит ≤15 нм); 
30,0 г/л пектина, pH 7, ДММ 3,0 %V (магнетит ≤15 нм); 
40,0 г/л высокомолекулярной фракции желатина [9], pH 9, ДММ 3,0 %V (магнетит ≤ 15 нм);
1,8–10,0 г/л хитозана 300-400 кДа (Sigma кат. № 419419) в уксусной кислоте 10,0 %V, ДММ 

1,3–2,5 %V (магнетит ≤ 15 нм);
7,5 г/л хитозана 300–400 кДа в уксусной кислоте 10,0 %V, ДММ 2,5 %V (магнетит ≤ 15 нм);
7,5 г/л хитозана 300–400 кДа в уксусной кислоте 10,0 %V, ДММ 2,5 %V (магнетит ≥ 60 нм);
7,5 г/л хитозана 300–400 кДа в уксусной кислоте 10,0 %V, ДММ 2,5 %V (феррит железа-ко-

бальта 40–60 нм);
25,0–100,0 г/л ПВС* в уксусной кислоте 10,0 %V, ДММ 2 %V (магнетит ≤15 нм).1
Для получения ММС путем ионной сшивки альгинатную или пектиновую МЖ эмульгиро-

вали пипеткой с механическим приводом или ультразвуковым диспергатором в изооктане (ИО) 
с добавками Tween 85 1,5 % и Span 85 2,8 % (ИО/Tween1,5 % /Span2,8 %); добавляли равный объем по-
лученной с помощью ультразвукового диспергатора эмульсии (1 объемная часть СаСl2 1М в 16 объем-
ных частях ИО/Tween1,5 % /Span2,8 %); перемешивали 20 мин при комнатной температуре. По-
лученные ММС осаждали магнитом и отмывали один раз 96 %-ным этанолом и два раза дис-
тиллированной водой.

Для получения ММС путем ковалентной сшивки желатиновую либо хитозановую, либо по-
ливинилспиртовую МЖ эмульгировали в ИО/Tween1,5 %/Span2,8 %; добавляли равный объем 
эмульсии, полученной с помощью ультразвукового диспергатора из смеси: одна объемная часть 
раствора гутаральдегида (ГА) 275 г/л и СаСl2 1М на 16 объемных частей ИО/Tween1,5 %/Span2,8 %; 
пипетировали: желатин 30 мин при комнатной температуре; хитозан 30 мин при 70 °С; ПВС 1 ч 
при 60 °С. Желатиновые ММС отмывали раствором ГА 55 г/л в этаноле 96 %, инкубировали 
в сшивающем буфере (ГА 183 г/л, NaCl 0,34М, фосфатов натрия NaxH3–xPO4 0,13 М, pH 7) 12 ч 
при комнатной температуре и трижды отмывали фосфатно-солевым буфером (ФСБ) NaCl 0,15М 
NaxH3–xPO4 0,02М, pH 7,4. Хитозановые ММС отмывали раствором ГА 55 г/л в этаноле, инкуби-
ровали 30 мин при 70 °С в сшивающем буфере ГА 183 г/л, NaCl 0,34М, NaxH3–xPO4 0,13 М, pH 7 
и трижды отмывали ФСБ. Поливинилспиртовые ММС отмывали раствором ГА 55 г/л в этаноле 
(выдержка 2 мин при 60 °С), после чего трижды отмывали дистиллированной водой.

Для получения нейтральной поверхности микросфер их модифицировали согласно [10]: хито-
зановые микросферы карбоксиметилдекстраном (КМД), а поливинилспиртовые – дополнитель-
ным слоем ПВС. Для перевода непрореагировавших альдегидных групп в спиртовые, а основа-
ний Шиффа (продуктов сшивки) – во вторичные амины проводили два цикла обработки микро- 

* ГОСТ 10779-97 марка «11-2».1



	 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2020. Т. 56, № 2. C. 135–142	 137

сфер NaBH4 10 мг/мл в буфере NaCl 0,5M, фосфаты натрия 0,2М, pH 9, 20 мин при 60 °С, в конце 
первого цикла – обработка УЗ 22 кГц, 50 Вт в течение 15 с.

При получении полисилоксановой оболочки с квантовыми точками микросферы из сшитых 
ГА хитозана или поливинилового спирта дважды отмывали дистиллированной водой, инкуби-
ровали 5 мин в водном растворе аммиака 25 %m, отмывали этанолом 96 %, ресуспендировали 
в 100 мкл тетраэтоксисилана (ТЭОС), содержащего 5 г/л квантовых точек CdSe/ZnS [11]. Микро-
пробирку инкубировали 5 мин в ультразвуковой ванне, затем добавляли 1,5 мл этанола 96 %, 
перемешивали. Микросферы осаждали, трижды отмывали этанолом 96 %, дважды дистиллиро-
ванной водой и ресуспендировали в ФСБ 0,15М pH 7,4.

Морфологию и флуоресценцию микросфер наблюдали в камере Горяева на оптическом микро-
скопе Планар Микро МБ (Беларусь) с каналом возбуждения флуоресценции на основе ртутной 
лампы сверхвысокого давления Osram HBO 100W/2, оснащенном цветной цифровой камерой 
и микроспектрометром Ocean Optics STS-VIS. Морфологию и элементный состав поверхности 
микросфер изучали на сканирующем электронном микроскопе (СЭМ) JEOL JSM 6000 (Япония). 
Для анализа изображений использовали программное обеспечение ImageJ [12]. Статистическую 
обработку данных проводили в Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение. Размеры и полидисперсность микросфер: при пипетирова- 
нии растворов полимеров получаются капли размером порядка 2–20 мкм, при диспергировании 
ультразвуком – 0,1–0,3 мкм. Минимальный размер капель мало зависит от времени диспергиро-
вания, тогда как доля крупных капель уменьшается со временем тем быстрее, чем больше размер 
капель [13]. Ее уменьшение приводит к уменьшению индекса полидисперсности ИПД = (σd / d)2, 
где d – среднее арифметическое диаметра частиц, σd – стандартное отклонение диаметра частиц. 
Пипетированием с частотой 6–12 Гц в течение 5–10 мин удается получить эмульсию с узким рас-
пределением капель по размеру, ИПД < 0,2. Из такой эмульсии вследствие потерь мелких ММС 
при отмывках получается суспензия с ИПД < 0,1, в которой > 90 % микросфер отличаются по разме-
ру не более чем в 2 раза. Седиментационным фракционированием удается сократить ИПД до ≤ 0,03.

Средний объем микросфер в несколько раз меньше среднего объема капель, из которых они фор-
мируются. Соотношение объемов микросферы и капли составляет: 9,4 ± 0,5 для пектина 30,0 г/л; 
12,0 ± 2,0 для хитозана 7,5 г/л; 2,4 ± 0,7 для ПВС 50,0 г/л. Таким образом, при сшивке гель претер-
певает синерезис и концентрация полимера влияет на размер получаемых микросфер по двум ме-
ханизмам: она определяет вязкость раствора и таким образом размер капель, получаемых при дис-
пергировании; от нее же зависит остаточный объем получаемой из капли гелевой микросферы.

Консистенция микросфер: желатиновые микросферы имели полужидкую консистенцию, что 
проявлялось в отклонении их формы от сферической при контактах друг с другом и при высу-
шивании (рис. 1, a). Состоящие из неплотного гидрогеля в процессе синтеза они теряли часть 
магнетита, что приводило к коричневому окрашиванию среды. Хитозановые и поливинилспир-
товые микросферы были твердыми; после высушивания хитозановые имели шероховатость по-
рядка десятков нм (рис. 1, b), а поливинилспиртовые были гладкими (рис. 1, c). При высушивании 
не происходило достоверного изменения их размера. Тем не менее, в пользу обводненности микро- 
сфер свидетельствуют два факта. Во-первых, поливинилспиртовые ММС проницаемы для про-
тонов, что выражается в изменении флуоресценции включенных в их состав pH-чувствительных 
флуорохромов при изменении pH среды [7]. Во-вторых, помещенные после отмывки 96 %-ным эта-
нолом в тетраэтоксисилан микросферы вызывают его гидролиз и формируют полисилоксано-
вую оболочку, визуализуемую взвешенными в ТЭОС квантовыми точками (рис. 1, d).

Устойчивость ионно сшитых микросфер к гидролизу: сшитые Ca2+ ММС при многократных 
отмывках растворами, не содержащими катионов с валентностью > 1, набухают и растворяются, 
что сопровождается коричневым окрашиванием среды вышедшими из ММС наночастицами магне-
тита. Катионы с валентностью > 1 способны вызывать агрегацию объектов, несущих на поверх-
ности анионы, в частности, биологических клеток, поэтому присутствие Ca2+ в среде нежелательно 
в процедурах магнитной сепарации [14]. Был сделан вывод, что ионно сшитые Ca2+-зависимые ММС 
непригодны для магнитной сепарации и других процедур, основанных на селективном связыва-
нии микросфер с объектами. 
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Рис. 1. Магнитные микросферы: a – желатиновые, СЭМ; b – хитозановые, СЭМ; c – поливинилспиртовые, СЭМ; 
d – поливинилспиртовые с полисилоксановой оболочкой, флуоресценция

Fig. 1. Magnetic microspheres: a – gelatin, SEM; b – chitosan, SEM; c – polyvinylalcohol, SEM; d – polyvinylalcohol  
with polysiloxan coating, fluorescence

Рис. 2. Распределение по размеру желатиновых ММС, сшитых глутаральдегидом: a, b – необработанные NaBH4; 
c, d – обработанные; a, c – непосредственно после синтеза; b – через 2 мес.; d – через 6 мес.

Fig. 2. Size distribution of glutaraldehyde-crosslinked gelatin magnetic microspheres: a, b – untreated with NaBH4; 
c, d – treated with NaBH4; a, c – immediately after synthesis; b – after 2 months, d – after 6 months
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Устойчивость ковалентно сшитых микросфер к гидролизу: желатиновые микросферы при хра-
нении в ФСБ (pH 7,4) набухали, увеличиваясь в размере на 185 ± 20 % за 2 мес. (рис. 2, a, b). 
Микросферы того же состава, обработанные боргидридом натрия после сшивки, при хранении 
в ФСБ не набухали (рис. 2, c, d), максимальный срок наблюдения 6 мес. Был сделан вывод, что 
обработка боргидридом необходима не только для инактивации свободных альдегидных групп 
в составе микросфер, но и для предотвращения гидролиза сшитого продукта. В дальнейшем она 
применялась ко всем образцам желатиновых, хитозановых и поливинилспиртовых ММС. Под-
тверждена стабильность хитозановых и поливинилспиртовых ММС в ФСБ (pH 7,4) при комнат-
ной температуре в течение двух лет.

Устойчивость микросфер к воздействию ультразвука: при УЗ-обработке погружным дис-
пергатором 22 кГц, 50 Вт в течение минуты в дистиллиованной воде на охлаждающей водяной 
бане ионно сшитых альгинатных и пектиновых микросфер среди них разрушались 53,0 ± 10,0 
и 86,0 ± 8,0 % соответственно. При УЗ-обработке 22 кГц, 100 Вт в течение минуты разрушались 

Рис. 3. Магнитные свойства ММС и распределение в них магнетита: a – кривые намагничивания частиц магнети-
та(≤15 нм); b – кривые намагничивания микросфер магнетит(≤15 нм)@хитозан, синтезированных из МЖ с долей 
магнетита: 1 – 0,7 %V; 2, 3 – 1,3 %V (при синтезе образца 3 применялось центрифугирование вместо магнитной де-
кантации с целью уменьшения агрегации магнетита); 4 – 2,5 %V; с – ММС магнетит(<20 нм)@альгинат, полученные 
УЗ-диспергированием; d – ММС магнетит(<20 нм)@желатин; e – ММС магнетит(<20 нм)@хитозан; f – ММС магне-

тит(<20 нм)@ПВС. Символом @ обозначено включение материала в оболочку

Fig. 3. Magnetic properties of microspheres and magnetite distribution: a – magnetization curves for magnetite particles(<20 
nm); b – magnetization curves for magnetite(<20 nm)@chitosan microspheres acquired from magnetic fluid with content of 
magnetite: 1 – 0.7 %V; 2, 3 – 1.3 %V (sample 3 was synthesized using centrifugation instead of magnetic decantation); 4 – 
2.5 %V; с –magnetite(<20 nm)@alginate microspheres made from sonicated emulsion; d – magnetite(<2 nm)@gelatin; e - 

magnetite(<20 nm)@chitosan; f – magnetite(<20 nm)@PVA. Here @ stands for encapsulation
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< 5,0 % поливинилспиртовых и хитозановых ММС, тогда как желатиновые не разрушались. 
При УЗ-обработке 22 кГц, 50 Вт в течение минуты практически не наблюдалось разрушения по-
ливинилспиртовых и хитозановых ММС, что позволило ввести в методики синтеза и модифика-
ции микросфер стадии УЗ-обработки 22 кГц, 50 Вт в течение 30 с.

Распределение магнитных наночастиц в микросферах и магнитные свойства ММС. Частицы 
магнетита, синтезированные по методике преципитации аммиаком [7], имеющие размер 5,0–15,0 нм, 
суперпарамагнитны (рис. 3, a). В составе микросфер, по крайней мере, часть их находится в агре-
гатах (рис. 3, с–f ). В хитозановых микросферах, в отличие от других, агрегаты магнитных частиц 
расположены преимущественно на поверхности (рис. 4, e), что согласуется с данными элемент-
ного анализа. Элементный состав поверхности высушенных хитозановых ММС (%): C 87,0 ± 1,3, 
N 3,8 ± 0,4, O 6,9 ± 0,7, Fe 2,3 ± 0,1; поливинилспиртовых: C 92,6 ± 3,7, N 1,6 ± 0,4, O 6,1 ± 2,7, Fe 0,4 ± 0,1. 
Несмотря на агрегацию частиц магнетита, форма кривых намагниченности ММС (рис. 3, b) по-
вторяет форму кривой магнетита, при этом максимальные значения намагниченности увеличи-
ваются с ростом содержания магнетита. При комнатной температуре для микросфер характерна 
высокая (до 17 эме/г) максимальная намагниченность и в то же время незначительная коэрцитив-
ная сила, т. е. они суперпарамагнитны. Микросферы, синтезированные из МЖ, в которых доля 
магнетита, определенная по объему осадка, превышает 2 %V, быстро агрегируют во внешнем 
магнитном поле. Поливинилспиртовые ММС из МЖ с долей магнетита 2,5 %V не удается по- 
лучить из-за необратимой агрегации на стадии сшивки. Хитозановые ММС, синтезированные 
из МЖ с долей магнетита 2,5 %V, выпадают в осадок из суспензии в течение < 5 мин. Это мень-
ше, чем время инкубации клеток с микросферами в процедурах иммуномагнитной сепарации. 
Быстрой агрегации и седиментации удается избежать, ограничив долю магнетита до 1,3 %V. 

ММС, синтезированные из МЖ, содержащих ферромагнитный магнетит (размер частиц > 60,0 нм) 
или феррит железа-кобальта, проявляют ферромагнитные свойства. В частности, они обладают 
остаточной намагниченностью и поэтому в течение нескольких секунд после перемешивания 
агрегируют в кольцеподобные структуры (рис. 4). 

Заключение. Эмульсионным методом из растворов гидрофильных полимеров, содержащих 
магнитные наночастицы, получены магнитные микросферы. Ковалентно сшитые глутаральде-
гидом желатиновые, хитозановые и поливинилспиртовые микросферы не гидролизуются в среде 
pH 7,4 при комнатной температуре и устойчивы к ультразвуку. Магнитные свойства микросфер 
определяются свойствами входящего в их состав магнитного материала: микросферы, содержа-
щие суперпарамагнитные частицы, не проявляют остаточной намагниченности, несмотря на агре-
гацию частиц в составе микросфер. Хитозановые и поливинилспиртовые микросферы после мо-
дификации использовали для магнитной сепарации клеток и микроорганизмов.

                                                                  a                                                                         b

Рис. 4. Кривые намагничивания частиц магнетита >60 нм (a) и изображение ММС магнетит(>60 нм)@хитозан (b)

Fig. 4. Magnetization curves of magnetite particles >60 nm (a) and the image of magnetite(>60 nm)@chitosan MMS (b)
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