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in vitro [6]. В работе [7] был описан 
подход к перекристаллизации ком-
мерческого рибофлавина типа A в 
слегка гидрофобный B/C-тип и но-
вую гидрофильную кристалличе-
скую форму, названную P-типом. 
Метод модификации кристаллов 
рибофлавина, основанный на пере-
кристаллизации из разбавленного 
щелочного раствора, обеспечивает 
беспрецедентно высокую раствори-
мость в воде, достигающую 23.5 г/л. 
Следует отметить, что фармаколо-
гическая активность рибофлавина 
в ряде случаев превосходит актив-
ность его производных [8].

Значительное повышение рас-
творимости рибофлавина открывает 
дополнительные перспективы для 
исследований его включения в поли-
мерные носители с целью разработки 
средств доставки, обеспечивающих 
пролонгированное высвобождение 
активного компонента. Инкапсули-
рованная форма рибофлавина может 
найти применение не только в био-
медицинских направлениях, но и при 
разработке защитных антибактери-
альных покрытий, например на пи-
щевых производствах. Это побудило 
нас исследовать инкапсулирование 
рибофлавина B/C-типа и P-типа в 

Введение

На сегодняшний день роль рибофлавина (витамина B2) 
для поддержания жизнедеятельности живых организмов 
неоспорима. В составе флавин-коферментов – флавинмоно-
нуклеотида (ФМН) и флавинадениндинуклеотида (ФАД)  – 
он играет важнейшую роль в основном метаболическом 
пути клетки, является промежуточным переносчиком элек-
тронов и протонов в дыхательной цепи, а также участником 
реакций окисления жирных кислот [1].

Рибофлавин также выступает отличным природным 
фотосенсибилизатором, который под воздействием света 
производит активные формы кислорода, вызывая окисли-
тельное повреждение клеток и тканей [2]. Ранее было пока-
зано успешное применение витамина B2 против золотистого 
стафилококка (MRSA), а рибофлавин продемонстрировал 
высокую эффективность против MRSA и синергизм с раз-
личными антибиотиками [3]. Оценено большое влияние ри-
бофлавина, активированного ультрафиолетовым светом, на 
различные (DENV 1–4) серотипы вирусов денге [4]. Эффек-
тивность витамина B2 при облучении ультрафиолетовым и 
синим светом была продемонстрирована для противоопу-
холевой [5] и антибактериальной [3] терапии.

Клиническое применение рибофлавина в качестве 
природного фотосенсибилизатора ограничено из-за его 
плохой растворимости в воде и, как следствие, низкой 
биодоступности и фармакокинетики. Ранее нами была 
продемонстрирована фотосенсибилизирующая актив-
ность водорастворимых ФМН и их производного, син-
тезированного путем конъюгации с полиэтиленгликолем 
по отношению как к грамположительным, так и к грам-
отрицательным микроорганизмам при аФДТ в условиях 
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Оптическая микроскопия. Первичную характеристи-
ку морфологии и цвета полученных образцов проводили на 
оптическом микроскопе Nikon Eclipse E200 (Япония) с ис-
пользованием объектива E Plan 10х/0.25.

Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия 
(КЛСМ).

Оптические изображения микроструктур получали с 
помощью системы конфокального сканирования Leica TCS 
SP (Leica, Германия).

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ). 
СЭМ-изображения образцов получали с помощью скани-
рующего электронного микроскопа JCM-6000 Plus NeoScope 
(JEOL, Япония) при ускоряющем напряжении 10/15кВ в ре-
жиме вторичных электронов.

Исследование высвобождения рибофлавина. Альги-
натную частицу объемом 10 мкл (0.05 мг) добавляли к 1 мл 
дистиллированной воды (рН 5). Исследование проводи-
лось с использованием планшетного шейкера Miulab ST70-2 
(Hangzhou Miu Instruments Co., Ltd., Китай), раствор из лу-
нок отбирали через определенные промежутки времени и 
анализировали на спектрофотометре Perkin Elmer Lambda 
650 в диапазоне длин волн от 200 до 700 нм. Концентрации 
этих образцов определяли с помощью калибровочных пря-
мых. Все измерения проводились при комнатной темпера-
туре.

Результаты

Для получения альгинатных частиц, загруженных 
рибофлавином (Рф), были исследованы две его кристал-
лические модификации, а именно тип B/C и тип Р. В пер-
вом случае использование коммерческого Рф в щелочном 
растворе приводит к кристаллизации слаборастворимого 
в воде рибофлавина типа B/C. Во втором случае мы загру-
жали полученный ранее гидрофильный рибофлавин типа 
Р в раствор альгината, что не требовало использования 
щелочного раствора.

Полученные частицы имеют слегка неправильную 
сферическую форму (рис.  1) вследствие того, что альги-
натный раствор вводился вручную с помощью дозатора. 
По мере того как альгинат теряет воду, образуются сфери-
ческие сростки кристаллов рибофлавина. Расчетное коли-
чество рибофлавина на одну частицу составляет 0.05 мг, 
при этом в процессе полимеризации некоторая часть ри-
бофлавина высвобождалась в объем раствора CaCl2 и при 
промывке в воде.

Исследования методом СЭМ продемонстрировали, что 
частицы обладают шероховатой поверхностью, их размер из-
меняется в пределах от 500 до 900 мкм. Полученные частицы 
характеризуются как почти сферической, так и неправильной 
формами, что связано с усадкой геля при сушке в условиях ва-
куума (рис. 2). Хотя на изображениях, полученных на оптиче-
ском микроскопе, отчетливо видны кристаллы рибофлавина, 
на сканирующем электронном микроскопе мы не можем их 

микрочастицы на основе альгината 
натрия, полученные методом «вну-
треннего желирования». В работе 
показана эффективность инкапсули-
рования обоих типов рибофлавина в 
полимерные частицы, обеспечиваю-
щие пролонгированное высвобожде-
ние препарата

Материалы и методы

Материалы
Рибофлавин (РФ), гидроксид 

натрия (NaOH), азотная кислота 
(HNO3), альгинат натрия (NaAlg), 
хлорид кальция (CaCl2) категории 
«х.ч.» производства Sigma-Aldrich 
(США). Диметилсульфоксид (ДМСО) 
99% производства Тульской фарма-
цевтической фабрики (Россия). Все 
растворы приготовлены с исполь-
зованием сверхчистой воды (тип 1) 
произведенной с использованием си-
стемы SimplicityUV (Merck Millipore, 
Германия). Все химические вещества 
использовались без дополнительной 
очистки.

Методы
Получение альгинатных ча-

стиц с рибофлавином типа B/C. 10 
мг рибофлавина растворяли в 1 мл 
0.1 М NaOH. Полученный раствор 
смешивали в соотношении 1:1 с 2% 
раствором альгината натрия и вво-
дили с помощью дозатора в объеме 
2 или 10 мкл в 0.5% раствор CaCl2. 
После формирования частицы про-
мывали водой и сушили лиофильно.

Получение альгинатных ча-
стиц с рибофлавином типа  P. 5 мг 
рибофлавина Р-типа растворяли в 1 
мл 2% раствора альгината натрия. За-
тем 2 или 10 мкл полученного раство-
ра добавляли в 0.5% раствор CaCl2. 
Сформированные частицы промы-
вали водой и сушили лиофильно.

Лиофильная сушка. Перед лио-
фильной сушкой образцы заморажи-
вали в холодильнике при темпера-
туре –22°С. Процесс лиофилизации 
проводили на приборе Labconco Free 
Zone 1 при температуре –50°С и дав-
лении около 2 Па.
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увидеть, поскольку сростки находятся 
внутри альгинатного геля.

Результаты конфокальных ис-
следований подтверждают оптиче-
ские наблюдения. Частицы, загру-
женные рибофлавином двух типов, 
демонстрируют флуоресценцию при 
возбуждении диодным лазером с 
длиной волны 450  нм (рис.  3). Нами 
было проведено сканирование по оси 
z, и с использованием программного 
обеспечения LAS-X было получено 
изображение частиц в объеме. Ри-
бофлавин кристаллизуется в виде 
сферических срастаний (рис. 3b) и 
распределяется у поверхности геля 
(рис.  3а), также некоторое количе-
ство вещества существует в аморф-
ной форме.

Далее было исследовано высво-
бождение рибофлавина из частиц в 
воде при комнатной температуре. Как 
видно из графика (рис. 4), в случае 
с частицами, загруженными типом 
В/С, рибофлавин высвобождается 
практически только в первые мину-
ты инкубации. При этом количество 
вышедшего в раствор вещества со-
ставило 0.012 мг/мл  – это примерно 
25% от исходной концентрации ри-
бофлавина в растворе альгината.

Частицы, загруженные типом P, 
демонстрируют пролонгированный 
характер высвобождения вещества, 
при этом выход рибофлавина при-
ближается к 40% от исходной кон-
центрации в растворе альгината и 
составляет примерно 0.018 мг/мл.

Заключение

Рибофлавин двух полиморфных 
модификаций успешно инкапсулиро-
ван в альгинатные частицы. При ис-
парении растворителя в объеме геля 
формируются сферические сростки 
кристаллов рибофлавина, что под-
тверждается данными оптической и 
конфокальной лазерной сканирую-
щей микроскопии. Лиофильная суш-
ка затрудняет образование кристал-
лических форм рибофлавина внутри 
полимерной матрицы. Таким обра-
зом, показана возможность влиять на 

a

c d

b

Рис. 1. Изображения альгинатных частиц с рибофлавином, полученные на 
оптическом микроскопе: a-b  – альгинатная частица, загруженная коммерческим 
рибофлавином (сразу после синтеза и спустя 5 дней соответственно); с-d  – 
альгинатная частица с рибофлавином типа Р (сразу после синтеза и спустя 5 дней 
соответственно).

a b

Рис. 2. СЭМ-изображения альгинатной частицы, загруженной рибофлавином B/C- 
(a) и P-типа (b).

a b

Рис. 3. Изображения альгинатных частиц с рибофлавином типа B/C (a) и типа P 
(b), полученные при обработке стека изображений конфокальной флуоресцентной 
микроскопии (сканирование по оси z).

DOI: 10.22204/2410-4639-2024-123-124-03-04-68-73 № 3-4 (123-124) июль–декабрь 2024 г.



71

ВЕСТНИК РФФИСТРУКТУРНАЯ ДИАГНОСТИКА МАТЕРИАЛОВ

Рис. 4. Исследование высвобождения рибофлавина типа B/C и P в воде при 
комнатной температуре.

фазовый состав рибофлавина за счет 
различных методов сушки. Частицы, 
загруженные рибофлавином типа Р, 
демонстрируют пролонгированное 
высвобождение вещества, в то время 
как тип B/C высвобождается в первые 
минуты инкубации. Помимо этого, по 
предварительной оценке, концентра-
ция рибофлавина типа Р в альгинат-
ных частицах больше по сравнению 
с типом B/C. Разработанная система 
пролонгированного действия в виде 
инкапсулированной в альгинатные 
частицы гидрофильной производной 
рибофлавина может стать перспек-
тивной основой создания новых ле-
карственных форм и антибактериаль-
ных покрытий.
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Abstract 

The encapsulation of riboflavin in polymer particles is a promising direction in the development of long-acting 
forms of riboflavin delivery. Polymorphic forms of riboflavin – type B/C and type P – are encapsulated in sodium 
alginate particles. When incorporated into an alginate matrix, riboflavin forms spherical agglomerates of crystals 
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with fluorescent properties. A release study showed a prolonged release pattern for particles loaded with type P 
riboflavin.

Keywords: alginate particles, riboflavin, sustained release.

* The work was  nancially supported by RFBR (project 20-04-60357).

Images 
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Fig. 1. Optical microscope images of alginate particles loaded with ribofl avin: a-b – alginate particle loaded with commercial ribofl avin (immediately aft er 
synthesis and 5 days aft er, respectively); c-d – alginate particle loaded with P type ribofl avin (immediately aft er synthesis and 5 days aft er, respectively).

a b

Fig. 2. SEM images of alginate particle loaded with B/C (a) and P type ribofl avin (b).

a b

Fig. 3. Images of alginate particles loaded with B/C type ribofl avin (a) and P type ribofl avin (b) obtained from confocal fl uorescence microscopy image stack 
processing (z-axis scan).
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Fig. 4. Release study of B/C- and P-type ribofl avin in water at room temperature.
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