
Материалы VII Международной научно-технической конференции,
23 – 27 ноября  2010 г.

МОСКВА INTERMATIC –  2 0 1 0, часть 2                                           МИРЭА

ОСОБЕННОСТИ ФОРМИРОВАНИЯ В ПЛАЗМЕ НАНОКОМПОЗИЦИОННЫХ
БИОСОВМЕСТИМЫХ АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОКРЫТИЙ

© 2010 г. М.А. ЯРМОЛЕНКО, А.А. РОГАЧЕВ, А.В. РОГАЧЕВ,
Д.В. ТАПАЛЬСКИЙ,  Д.Л. ГОРБАЧЕВ, П.А. ЛУЧНИКОВ

Гомельский государственный университет им. Ф. Скорины, Беларусь
Московский государственный институт радиотехники, электроники и автоматики

(технический университет)

e-mail: simmak79@mail.ru

Введение
В настоящее время в медицинской практике весьма перспективно использовать

имплантанты на основе  полимерных градиентных покрытий с включением в их состав
антибиотиков. В качестве примеров можно отметить совместное применение поли-D,L-
лактата и гентамицина, наносимых на поверхность имплантантов в виде раствора в
этилацетате [6], и антибактериальное покрытие из модифицированного политетрафто-
рэтилена с включением в его пространственную структуру пенициллина [1]. Такие по-
крытия в течение длительного времени обеспечивают бактерицидные концентрации
антибиотика в локальных участках ткани, что обеспечивается постепенным высвобож-
дением лекарственного препарата из объема покрытия.

Перспективным и в высокой степени эффективным в медицинской практике яв-
ляется использование для подавления инфекций наноразмерных (5 – 20 нм) частиц
серебра [2]. Установлено, что наночастицы серебра проявляют высокую бактерицид-
ную активность в отношении эталонных штаммов микроорганизмов (в первую очередь,
эшерихий и стафилококков), однако достигаемый эффект в ряде случаев незначите-
лен, что связывают с пассивацией наноразмерных частиц при определенных условиях
и режимах синтеза.

Известны эффективные плазмохимические методы формирования пленочных
композиционных позволяющие наносить на поверхность из активной газовой фазы па-
ров распыляемого вещества в вакууме тепловым, лазерным или электронно – лучевым
диспергированием исходных веществ [3,4].

Изучение закономерностей осаждения композиционных слоев, содержащих на-
норазмерные частицы антибиотиков, серебра, представляет особый научный и практи-
ческий интерес. При его реализации необходимо соблюдать требование стерильности
(как процесс осаждения покрытия происходит в вакууме) и имеется возможность осаж-
дения систем с заданным составом и структурой.

В настоящей работе определены основные особенности формирования из ак-
тивной газовой фазы тонких нанокомпозиционных покрытий на основе полимеров и
ципрофлоксацина, полимер-серебренных слоев, установить их молекулярную структу-
ру и морфологию, оценить выраженность и спектр бактерицидной активности покрытий
в отношении различных микроорганизмов.

Материалы и методы исследования
В качестве материала матрицы при формировании антибактериальных компо-

зиционных покрытий использовали политетрафторэтилен (ПТФЭ, ГОСТ 10007-80), по-
лиамид (ПА-6) и полиуретан (ПУ, Десмопан 385), а также сульфаминовую кислоту
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«ч.д.а». Исходными антибактериальными веществами были выбраны субстанцию ци-
профлоксацина (Ciprofloxacin hydrochloride 1-hydrate, KRKA, Словения) и нитрат сереб-
ра «ч.д.а.» (AgNO3).

Композиционные покрытия формировали в вакууме из активной газовой фазы,
образованной продуктами электронно-лучевого диспергирования смеси порошков по-
лимера и ципрофлоксацина (или нитрида серебра) в массовом соотношении 1:1.

В качестве источника электронов использовался электронно – лучевой прожек-
тор с катодом прямого накала [3,4] позволяющий формировать пучки с плотностью то-
ка I = 50 – 500 А/м2, энергией частиц  = 0,1 – 2,5 кэВ, площадью пятна S = (1 – 5).10-

4 м2 с возможностью поворота луча на 180°. Для поворота луча применялось постоян-
ное магнитное поле. Поток электронов направлялся на тигель с диспергируемым ма-
териалом. Расстояние между тиглем и подложкодержателем составляло 20 см.

Толщина всех исследуемых покрытий оценивалась с помощью растровой элек-
тронной микроскопии.

В качестве материала подложек использовали пленки металлизированного по-
лиэтилентерефталата (лавсана) и кварцевые пластины, пластины монокристалла
кремния  и отрезки стерильной марли (для микробиологических исследований).

Для исследования морфологии покрытия использовался сканирующий зондо-
вый микроскоп Solver P47 PRO, в котором реализована схема сканирования образцом.

Размер и распределение частиц серебра в полимерном композиционном слое
определяли с помощью электронного просвечивающего микроскопа JEM 2100 (JEOL).
Покрытия осаждали на пластинки полиэтиленгликоля (ПЭГ-115). Реплики получали в
процессе растворения полиэтиленгликоля в дистиллированной воде.

Молекулярная структура нанесенных покрытий изучалась на ИК – Фурье спек-
трофотометре Vertex-70 (Bruker) с использованием стандартной МНПВО приставки.
УФ – спектры поглощения получали на спектрометре AvaSpec-2048, с разрешением не
более 1,4 нм.

Для определения антибактериальной активности сформированных покрытий
образцы (отрезки марли с нанесенными покрытиями) с соблюдением асептики нареза-
ли на квадраты размером 15х15 мм (масса около 25 мг). Готовили ряд пробирок с 5 мл
триптиказо – соевого бульона и вносили в них суточные культуры микроорганизмов до
конечных концентраций 105, 106, 107, 108 и 109 микробных клеток/мл. Концентрацию
микроорганизмов контролировали с помощью денситометра в единицах оптической
плотности по MacFarland. Тестировали бактериальные культуры Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (антибиотикочувствительный), S.aureus ATCC 35591 (метициллинрези-
стентный), E.coli ATCC 25922 (антибиотикочувствительный), E.coli ESBL CTX M-3 (про-
дуцирующий бета-лактамазу расширенного спектра CTX-M), Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 (антибиотикочувствительный), K.pneumoniae ATCC 700603 (продуцирую-
щий бета – лактамазу расширенного спектра SHV), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (антибиотикочувствительный), P.aeruginosa 257 MBL VIM (мультиантибиотикоре-
зистентная, продуцирующая метало-бета-лактамазу), Salmonella Typhimurium ATCC
13311, Shigella sonnei ATCC 29930, Candida albicans ATCC 10231, C.cruzei ATCC 6258.
Затем в пробирки помещали марлевые образцы с антибактериальными покрытиями и
встряхивали их на шейкере в течение 30 мин. Посевы инкубировались 24 ч при 37 °C,
наличие роста оценивалось визуально и по оптической плотности с помощью денсито-
метра.

Результаты и обсуждение
На первом этапе определялись изменения молекулярной структуры ципрофлок-

сацина после его диспергирования потоком электронов и введения в полимерную мат-
рицу. Установлено, что в ИК – спектрах покрытий, сформированных из активной газо-
вой фазы, присутствуют все полосы поглощения, характерные для ИК – спектра исход-
ного порошка ципрофлоксацина (Рис. 1). Заметные отличия проявляются в высокочас-
тотной области 3700 – 2500 см-1, где в ИК – спектре покрытия в отличие от спектра по-
рошка фиксируются широкие интенсивные полосы поглощения.
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В рассматриваемой частотной области спектра (2970 – 2800 см-1) помимо ва-
лентных колебаний СН3, СН2 и СН групп  могут проявляться валентные колебания ОН-,
NH- групп, производных аминов с положительно заряженными атомами азота, в част-
ности, валентные колебания протонированного вторичного алифатического атома азо-
та NH2

+. Следует отметить, что поглощение в интервале 2700 – 2500 см-1 может яв-
ляться также признаком наличия групп ОН- с сильной водородной связью [5].

Анализ ИК – спектров позволил установить отсутствие существенных различий
в ИК – спектрах покрытий и порошка ципрофлоксацина в области внеплоскостных де-
формационных колебаний СН – групп (1000 – 650) см-1, наличие которых могло бы
свидетельствовать о деструкции химиопрепарата (отщепление заместителей от хино-
лина). Также не было выявлено признаков окисления углеводородных фрагментов хи-
миопрепарата.

Из представленных на Рис. 2 УФ – спектров порошка ципрофлоксацина в воде и
покрытия, сформированного элек-
тронно-лучевым диспергированием,
видно, что основной максимум погло-
щения для покрытия, сформированно-
го электронно-лучевым способом,
практически совпадает с максимумом
поглощения для порошка. При этом
форма спектров подобна, что также
указывает на отсутствие существен-
ных изменений молекулярной структу-
ры химиопрепарата в процессе дис-
пергирования и осаждения покрытия.

Спектроскопические исследо-
вания композиционных покрытий
(Рис. 1), сформированных из активной
газовой фазы на основе полимеров и
ципрофлоксацина показали, что

спектр композиционных покрытий ПУ – ципрофлоксацин и ПЭ – ципрофлоксацин имеет
все полосы поглощения, характерные как для полимера, так и химиопрепарата. Это

Рис. 2. УФ – спектры покрытия ципрофлоксаци-
на (а), осажденного из активной газовой фазы и
водный раствор 5 мкг/мл ципрофлоксацина (б).

Рис. 1. ИК-спектры покрытий и порошка ципрофлоксацина: 1 – монокомпонентное
покрытие (ципрофлоксацин); 2 – композиционное покрытие ПУ – ципрофлоксацин;
3 – порошок ципрофлоксацина.
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дает основание рассматривать тонкопленочный материал как механическую смесь ис-
ходных компонентов.

Исследование поверхности композиционных покрытий ПЭ – ципрофлоксацин
методом атомно-силовой микроскопии показали, что они представляют собой систему,
состоящую из полимерной матрицы и мелких (размером ~ 100 нм), достаточно равно-
мерно распределенных в объеме частиц ципрофлоксацина (Рис. 3). При этом отметим,
что морфология покрытия ПУ – ципрофлоксацин имеет некоторые отличия от морфо-
логии композиционных покрытия на основе ПЭ, заключающиеся в изменении дисперс-
ности частиц и их менее округленной форме. Такая структура может быть обусловлена
высокой полярностью макромолекул полиуретана и, как следствие этого,  более высо-
ким межфазным взаимодействием.

При изучении антибактериального эффекта сформированных покрытий уста-
новлено отсутствие роста тест – культур S.aureus ATCC 25913 и E.coli ATCC 25922 во
всех пробирках с образцами, содержащими ципрофлоксацин. Получен рост в отрица-
тельных контролях (МХБ без антибактериального препарата). Таким образом, при на-

несении покрытий ципрофлоксацина методом электронно-лучевого диспергирования в
монокомпонентной форме, и в виде смеси с полимерами, антимикробный эффект хи-
миопрепарата сохраняется, что подтверждает отсутствие существенных изменений его
молекулярной структуры на стадии диспергирования и осаждения на поверхности.

Результаты определения устойчивости антибактериального эффекта, получа-
лись при многократных циклических отмывках образцов в ИХН. Монокомпонентные по-
крытия ципрофлоксацина не обладают устойчивостью к отмыванию. Антимикробный
эффект в таких слоях не регистрируется уже после 2-5 циклов отмывки. Композицион-
ные покрытия, состоящие из ципрофлоксацина и полимера, отличаются значительно
более высокой устойчивостью. Покрытие ПУ – ципрофлоксацин сохраняет бактери-
цидный эффект после 20 циклов отмывки. Устойчивость бактерицидного эффекта по-
крытия ПЭ-ципрофлоксацин несколько ниже и проявляется после 10 циклов.

Рис. 3. АСМ – изображения покрытий: а – топография; б – фазовый контраст.
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Серебросодержащие покрытия. Установлено, что в покрытии наряду с части-
цами серебра содержатся и его соль; в ИК – спектре покрытия присутствуют полосы
поглощения, характерные для AgNO3, в том числе и полосы поглощения нитрат-иона
(NO3

–). Отличие в ширине полос поглощения в частотной области спектра (1800 –
1000) см-1 порошка и покрытия нитрата серебра может быть обусловлено состоянием

анализируемого вещества (высокодисперсный порошок и тонкий нанесенный слой) [5].
При проведении предварительных микробиологических исследований было ус-

тановлено, что не все наносимые покрытия обладают антибактериальной активностью
в отношении исследуемых микроорганизмов. Покрытия малой толщины (менее 100 нм)
не проявляли антибактериальными свойствами. Следует отметить, что в ИК – спектрах

покрытий при этом не было выявлено видимых отличий.
Результаты АСМ исследований, представленные на Рис. 4, свидетельствуют,

что покрытия, обладающие высокими антибактериальными свойствами, состоят из
фрактальных образований и конгломератов частиц (средний размер 100 нм), сформи-
рованных мелкими сферическими образованиями, средний размер которых ~ 20 нм.
Покрытия, не обладающие антибактериальными свойствами, представляют собой
лишь фрактальные образования, формируемые серебросодержащими соединениями
(Рис. 4, а), которые осаждаются на начальных стадиях диспергирования. В толстых
слоях (толщиной более 100 нм) региструются наночастицы металла, формирующих
конгломераты, которые и обуславливают антибактериальную активность покрытий.

При электронно-лучевом нанесении композиционных серебросодержащих по-
крытий политетрафторэтилена, ИК – спектры покрытий формируют все полосы погло-
щения характерные как для соли, так и для полимера.

При осаждении композиционных покрытий на алюминиевый подслой с течением
времени наблюдалось химическое взаимодействие покрытия с подложкой. Так, при
нанесении покрытия на основе серебра и сульфаминовой кислоты, как и в случае с
осаждением покрытия диспергированием AgNO3, за неделю происходило практически
полное удаление алюминиевого слоя. Отсутствие взаимодействия с алюминием на-
блюдалось только для покрытия, сформированного диспергированием смеси AgNO3 –
ПА–6. Визуальное рассмотрение сплошности металлизированного лавсана на просвет

с нанесенными серебросодержащими покрытиями на основе ПТФЭ и ПУ показало на-
личие большого количества мелких точек, обусловленных разрушением слоя алюми-
ния.

Таким образом, из числа изученных полимеров только полиамид способен пол-
ностью инактивировать нитрат серебра. Связать эту особенность полиамида лишь с
возможностью образования комплексных соединений с серебром нельзя, так как поли-
уретан тоже способен образовывать подобные комплексы [6].

Результаты просвечивающей электронной микроскопии покрытия, сформиро-
ванного в результате электронно-лучевого диспергирования смеси порошков нитрата

Рис. 4. АСМ изображения покрытий, полученных диспергированием нитра-
та серебра: а – покрытие толщиной 50 нм; б – покрытие толщиной 300 нм.
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серебра и ПТФЭ, подтверждают данные спектроскопии в видимой области. Сформи-
рованный композиционный слой представляет полимерную матрицу, содержащую на-
ночастицы металлического серебра, средний размер которых менее 30 нм.

Выявлено выраженное бактерицидное действие синтезированных монокомпо-
нентных (Ag+AgNO3) покрытий и покрытий Ag+AgNO3 – сульфаминовая кислота, в от-
ношении всех тест-культур. Антибактериальный эффект связан с диффузией наноча-
стиц в питательную среду (концентрация наночастиц Ag в приготовленных питатель-
ных средах составляла 75 – 80 мг/л). Рост E.coli ESBL CTX M-3, P.aeruginosa ATCC
27853, P.aeruginosa 257 MBL VIM и S.sonnei ATCC 29930 отсутствовал в пробирках с
исходной концентрацией микроорганизмов от 105 до 108 клеток/мл. Для S.aureus ATCC
25923 и E.coli ATCC 25922 бактерицидный эффект проявляется при исходных концен-
трациях микробных клеток от 105 до 107 в 1 мл. Для остальных тест-культур бактери-
цидный эффект отмечен при исходных концентрациях микробных клеток от 105 – 106 в
1 мл, при исходной концентрации 107 клеток/мл бактерицидный эффект отсутствовал,
но оптическая плотность бактериальной суспензии не увеличивалась после 24 ч инку-
бации (т.е. имеет место бактериостатический эффект).

Результаты определения устойчивости антибактериального эффекта, получен-
ные при многократных циклических отмывках образцов в изотоническом растворе хло-
рида натрия, представлены в таблице. В опыте с многократным циклическим вымыва-
нием наночастиц из покрытий Ag +AgNO3 – сульфаминовая кислота обнаружено, что
образцы сохраняли свой бактерицидный эффект в отношении S.aureus ATCC 25923
(полное подавление видимого роста тест-культуры) после 10 – 20 циклов отмывки.

Выводы
Показано, что осаждаемые из активной газовой фазы тонкие нанокомпозицион-

ные покрытия основе полимеров и ципрофлоксацина, серебра представляют собой
высокодисперсную механическую смесь, при этом сохраняются молекулярная структу-
ра ципрофлоксацина, его антибактериальные свойства.

При электронно – лучевом диспергировании смеси полимера и нитрата серебра
формируются нанокомпозиционные слои, содержащие полимерную  матрицу и части-
цы серебра со средним размером ~ 20 нм, которые в толстых слоях могут  формиро-
вать конгломераты размером до 100 нм.

Выявлен выраженный бактерицидный эффект формируемых покрытий и показа-
на его универсальность в отношении микроорганизмов различных таксономических
групп.
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