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COMPLEXES OF HYDROGEN PEROXIDE AND DNA PHOSPHATE GROUP 
IN QUANTUM CHEMICAL CALCULATIONS 

D.V. Piatnytskyi, S.N. Volkov 
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Background: Molecules of hydrogen peroxide (H2O2) can be formed during radiolysis process in water 
medium after irradiation. A hypothesis about the possible role of hydrogen peroxide in blocking of 
processes of nonspecific DNA recognition by proteins is proposed in [1]. As one of the most long-living 
products, H2O2 molecules can diffuse considerable distances in the intracellular medium and reach DNA 
in the cell nucleus and form complexes with macromolecule phosphate groups. To confirm this 
hypothesis, the quantum chemical calculations of complexes structure of hydrogen peroxide molecule 
with atomic groups of the DNA backbone are performed. 
Objectives: To determine the optimal geometries and formation energies of stable complexes of 
hydrogen peroxide with DNA phosphate group. To perform a comparative analysis of hydrogen peroxide 
and water molecules binding to phosphate group based on quantum chemical calculations. 
Materials and Methods: The complexes which consist of phosphate group, hydrogen peroxide, water 
molecules, and sodium counterion are analyzed. The optimization of complex geometry and energy 
calculations is performed using the methods of quantum chemistry within Gaussian 03 software: HF/6-
31+G(d,p), MP2/6-31+G(d,p), B3LYP/6-31+G(d,p).  
Results: This research shows that the hydrogen peroxide molecule as well as water molecule can form 
stable complexes with phosphate group, especially with the presence of sodium counterion Na+. The 
results of complex formation calculations with atom-atom potential functions method are confirmed. It is 
shown that the presence of sodium counterion significantly influences the geometry of the hydrogen 
peroxide complex with the phosphate group. The performed calculations indicate the possibility of 
hydrogen peroxide geometry change in the processes of complex formation.  
Conclusions: The obtained results confirm the possibility of stable complexes forming for hydrogen 
peroxide and phosphate group. Prolonged situation of H2O2 molecule near the DNA backbone may block 
the nucleic-protein recognition processes as well as damage the macromolecule via decay into OH-
radicals in close proximity to double helix.  
KEY WORDS: hydrogen peroxide; DNA phosphate group; stable complexes; quantum chemical 
calculations. 
 

КОМПЛЕКСИ ПЕРОКСИДУ ВОДНЮ І ФОСФАТНОЇ ГРУПИ ДНК 
В КВАНТОВО-ХІМІЧНИХ РОЗРАХУНКАХ 

Д.В. П’ятницький, С.Н. Волков 
Інститут теоретичної фізики ім. М.М. Боголюбова НАН України, 

вул. Метрологічна, 14 б, Київ, 03143, Україна 
 
Актуальність. Молекули пероксиду водню (Н2О2) можуть утворюватись в процесі радіолізу в 
водному середовищі після опромінення. Висунута гіпотеза [1] про можливу роль пероксиду водню 
в блокуванні процесів неспецифічного впізнавання ДНК білками. Як один з найбільш довго 
живучих продуктів, молекули Н2О2 можуть дифундувати на значні відстані у 
внутрішньоклітинному середовищі, досягати ДНК в ядрі клітини і утворювати комплекси з 
фосфатними групами ДНК. Для підтвердження гіпотези в роботі виконано квантово-хімічні 
розрахунки структури комплексів молекули пероксиду водню з атомними групами остову ДНК.  
Мета роботи. Визначення оптимальної геометрії та енергії утворення стабільних комплексів 
пероксиду водню з фосфатною групою ДНК. Провести порівняльний аналіз зв’язування пероксиду 
водню та молекули води з фосфатною групою на основі квантово-хімічних розрахунків.  
Матеріали і методи. Розглядаються комплекси, що складаються з фосфатної групи, молекул 
пероксиду водню та води, протиіонів натрію. Виконано оптимізацію просторових геометрій 
комплексів та розрахунок енергій з використанням методів квантової хімії в рамках пакету 
Gaussian 03: HF/6-31+G(d,p), MP2/6-31+G(d,p), B3LYP/6-31+G(d,p).  
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Результати. Показано, що молекула пероксиду водню може утворювати комплекси з фосфатною 
групою не гірше за молекулу води, особливо в присутності протиіону натрію Na+. Підтверджені 
результати розрахунків комплексоутворення з використанням методу атом-атомних 
потенціальних функцій. Показано, що присутність протиіону натрію суттєво впливає на геометрію 
комплексу пероксиду водню з фосфатною групою. Проведені розрахунки вказують на можливість 
зміни геометрії молекули пероксиду водню у процесі комплексоутворення. 
Висновки. Отримані результати підтверджують можливість утворення стабільних комплексів 
пероксиду водню з фосфатною групою ДНК. Тривале знаходження молекули Н2О2 поряд з 
остовом ДНК може блокувати процеси нуклеїново-білкового впізнавання, а також призвести до 
пошкодження макромолекули внаслідок розпаду пероксиду на ОН-радикали безпосередньо біля 
подвійної спіралі. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: пероксид водню; фосфатна група ДНК; стабільні комплекси; квантово-хімічні 
розрахунки. 
 

КОМПЛЕКСЫ ПЕРОКСИДА ВОДОРОДА И ФОСФАТНОЙ ГРУППЫ ДНК 
В КВАНТОВО-ХИМИЧЕСКИХ РАСЧЕТАХ 

Д.В. Пятницкий, С.Н. Волков 
Институт теоретической физики им. Н.Н. Боголюбова НАН Украины, 

 ул. Метрологическая, 14 б, Киев, 03143, Украина. 
 
Актуальность. Молекулы пероксида водорода (Н2О2) могут образовываться в процессе радиолиза 
в водной среде после облучения. Выдвинута гипотеза [1] о возможной роли пероксида водорода в 
блокировании процессов неспецифического узнавания ДНК белками. Как один из наиболее 
долгоживущих продуктов, молекулы Н2О2 могут диффундировать на значительные расстояния во 
внутриклеточной среде, достигать ДНК в ядре клетки и образовывать комплексы с фосфатными 
группами ДНК. Для подтверждения гипотезы в работе выполнены квантово-химические расчеты 
структуры комплексов молекулы пероксида водорода с атомными группами остова ДНК. 
Цель работы. Определение оптимальной геометрии и энергии образования стабильных 
комплексов пероксида водорода с фосфатной группой ДНК. Провести сравнительный анализ 
связывания пероксида водорода и молекулы воды с фосфатной группой на основе квантово-
химических расчетов.  
Материалы и методы. Рассматриваются комплексы, состоящие из фосфатной группы, молекул 
пероксида водорода и воды, противоионов натрия. Выполнена оптимизация пространственных 
геометрий комплексов и расчет энергий с использованием методов квантовой химии в рамках 
пакета Gaussian 03: HF/6-31+G(d,p), MP2/6-31+G(d,p), B3LYP/6-31+G(d,p).  
Результаты. Показано, что молекула пероксида водорода может образовывать комплексы с 
фосфатной группой ДНК не хуже, чем молекула воды, особенно в присутствии противоиона 
натрия Na+. Подтверждены результаты расчетов комплексообразования с использованием метода 
атом-атомных потенциальных функций. Показано, что присутствие противоиона натрия 
существенно влияет на геометрию комплекса пероксида водорода с фосфатной группой. 
Проведенные расчеты указывают на возможность изменения геометрии молекулы пероксида 
водорода в процессе комплексообразования. 
Выводы. Полученные результаты подтверждают возможность образования стабильных 
комплексов пероксида водорода с фосфатной группой. Длительное нахождение молекулы Н2О2 
рядом с остовом ДНК может блокировать процессы нуклеиново-белкового узнавания, а также 
привести к повреждению макромолекулы вследствие распада пероксида на ОН-радикалы в 
непосредственной близости возле двойной спирали. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пероксид водорода; фосфатная группа ДНК; стабильные комплексы; квантово-
химические расчеты. 

 
The interaction of small molecules with DNA double helix is the subject of special 

interest along last years. It is well known that some molecules can perform the important 
functions on regulation of the genetic activity of DNA in living cells. The understanding of 
mechanisms of these molecules action on DNA can be used for the development of new 
treatment methods and pharmacological drugs.  

The interaction of hydrogen peroxide molecule with DNA has the significant interest. 
The peroxide molecules can be formed in water medium during the process of water 
radiolysis (see, for example, [2]) as a long-living product [3, 4]. Water radiolysis takes place 
when water volume is irradiated by different particles. The molecules of water medium decay 
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into ions, radicals and molecular products (reactive oxygen species). In living cell radiolysis 
products interact with DNA macromolecule [5]. It is considered, that the most dangerous 
product is hydroxyl radical, because it induces double strand breaks which means complete 
destruction of DNA [6]. However, it is shown in Monte Carlo calculations [3, 4] that OH-
radicals recombine quickly (during physico-chemical stage of radiolysis [2]) and so they 
interact with DNA macromolecule only if situated in close proximity. On the contrary, the 
hydrogen peroxide molecule can exist in intracellular medium for longer time and can diffuse 
on significant distances. So the H2O2 molecule has bigger probability to “find” DNA 
macromolecule in solution after irradiation. If peroxide is situated closely to DNA backbone it 
can decay into OH-radical via Fenton-type reaction [7] and thus damage it or it can somehow 
block DNA transcription. Such a mechanism of possible DNA damage in particle therapy was 
proposed in [1]. As considered, the DNA phosphate group can be the most probable site of 
interaction with molecules of medium, and particularly the H2O2 molecules.  

It can be expected that study of interaction of hydrogen peroxide with DNA phosphate 
group can improve the methods of cancer treatment. Particle cancer therapy has especially 
good results when protons or heavy charged ions are used, because of well-known Bragg 
effect [8]. There are mechanisms of DNA damage in the processes of particle cancer therapy 
[9], among which are damage by secondary electrons and free radicals or the processes with 
shock waves [10]. But the question about physical mechanism which causes destruction of 
cancer cells remains yet opened [11]. It should be noted that in the works about alternative 
method of cancer therapy [12], the emphasis is made on hydrogen peroxide molecules 
forming in the cellular medium after injection of ascorbic acid. And also there are some 
experimental conclusions about selective damaging of cancer cells by hydrogen peroxide 
apart from healthy [13]. 

In the present work the quantum-chemical calculations are carried out for complexes 
which consist of hydrogen peroxide and water molecules, phosphate group and sodium 
counterion. We consider isolated phosphate group, but charges on its atoms are taken to 
correspond to the distribution of charges on the atoms of the sugar-phosphate DNA backbone. 
We take into account sodium counterion, because under physiological conditions DNA 
phosphate groups are usually neutralized by counterions of the solution. The optimized 
geometries of single molecules, double and triple complexes are obtained, energies are 
calculated. The Hartree-Fock, density functional theory and MP2 methods are used. Results 
presented in this work continue our earlier calculations from [1], where atom-atom potential 
functions method was used.  

The calculations made in the present work are more accurate than calculations from [1]. 
The geometry optimizations in complexes provided with much better quality, the flexibility of 
molecules is taken into account (molecules can slightly change their structure in different 
complexes), all atoms in phosphate group are considered.  
 

METHOD OF CALCULATION 
Quantum-chemical calculations of single molecules and complexes are performed with 

Hartree-Fock theory (HF/6-31+G(d,p)), Møller-Plesset perturbation theory (MP2/6-
31+G(d,p)) and density functional theory (B3LYP/6-31+G(d,p)) together with geometry 
optimizations. The Gaussian 03 software is used in calculations [14], Facio software is used 
for visualization [15]. 

Thus, as a first step, the geometry optimizations for single objects (molecules H2O2 and 
H2O, phosphate group) are made. Then the calculations are made for double complexes – 
H2O2-PO4

–, H2O-PO4
–, Na+-H2O2, Na+-H2O and Na+-PO4

–. Geometry optimizations are 
performed, interaction energies are calculated. And, at last, there are calculations of energies 
and geometries for triple complexes Na+-H2O2-PO4

–, Na+-H2O-PO4
–. The main purpose of 



8 
D.V. Piatnytskyi, S.N. Volkov 

this work is comparison of peroxide-phosphate interaction with water-phosphate interaction 
with and without sodium counterion. 

In the present work we consider the interaction energy of double complex AB as a 
difference between electronic energy of AB and its components A and B 
 

( ) ( ) ( )BEAEABEE BAABAB −−=Δ .                                                 (1) 
 
For triple complex ABC we have 
 

( ) ( ) ( ) ( )CEBEAEABCEE CBAABCABC −−−=Δ .                                      (2) 
 
The basis set is presented in brackets. To avoid the basis set superposition error the 
counterpoise correction is made [16] 
 

( ) ( ) ( )ABEABEABEE BAAB
CP
AB −−=Δ ,                                               (3) 

 
( ) ( ) ( ) ( )ABCEABCEABCEABCEE CBAABC

CP
ABC −−−=Δ .                               (4) 

 
Also deformation energy should be introduced because of difference between the geometries 
of isolated molecules and of those within complexes  
 

( )∑ −=
i

isolated
i

complex
idef EEE ,                                                   (5) 

 
which is a difference between electronic energies of molecule in complex and isolated 
molecule. Then interaction energy in complex can be calculated by formula  
 

def
CP EEE +Δ=Δ .                                                          (6) 

 
In the present work we used formula (6) to calculate interaction energies in double complexes 
(H2O2-PO4

–, H2O-PO4
–, Na+-PO4

–, Na+-H2O2, Na+-H2O) and triple complexes (Na+-H2O2-
PO4

–, Na+-H2O-PO4
–).  

 
RESULTS AND DISCUSSION 

Geometry optimizations of hydrogen peroxide and water molecules, and phosphate group 
PO4

– are performed in methods HF/6-31+G(d,p), MP2/6-31+G(d,p), B3LYP/6-31+G(d,p). 
 
   

(a) (b) (c) 
 

Fig. 1. Hydrogen peroxide (a), water (b) molecules, phosphate group (c). 
Oxygen atoms are shown in red, hydrogen – white, phosphor – yellow. 

 
The hydrogen peroxide molecule (Fig. 1(a)) is symmetric and characterized by distances 

between two oxygen atoms and between oxygen and hydrogen atoms, by two equal angles O-
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O-H and by dihedral angle H-O-O-H. The values of these distances and angles obtained from 
geometry optimizations are presented in Table 1.  
 

Table 1. Geometry of hydrogen peroxide molecule H2O2 
 

 O-O (Å) H-O (Å) O-O-H (°) Dihedral angle (°) 

HF/ 
6-31+G(d,p) 1.39 0.95 102.7 116.8 

B3LYP/ 
6-31+G(d,p) 1.46 0.97 100.3 119.4 

MP2/ 
6-31+G(d,p) 1.47 0.97 99 121.4 

 
The distances and angles shown in Table 1 are close to each other for different methods 

of optimizations, and also they are comparable with values obtained in [17] by similar 
calculations. It should be mentioned that the dihedral angle H-O-O-H can be very sensitive to 
environment. Thus it can be considerably different for isolated molecule and molecule in 
complex. 

The calculations for water molecule are analogous, results are presented in Table 2. These 
results are also close to each other for different types of calculations. 

The geometry of phosphate group is more complicated (Fig. 1(c)). So we do not present 
all distances and angles, just the distance between two oxygen atoms, which contain negative 
charge. Group PO4

– considered as a part of DNA backbone, but two hydrogen atoms are 
placed instead of bounds to backbone (towards atoms C3’ and C5’). The charge of PO4

– is –1 
of elementary electronic charge. It is interesting to study the interaction of hydrogen peroxide 
and water molecules, sodium counterion relatively to two negatively charged oxygen atoms. 
The distances between these oxygen atoms are shown in Table 2 for different methods of 
calculations, though they are nearly equal. 
 

Table 2. Geometry of water molecule and distance between two oxygen atoms in PO4
– 

 

 H-O (Å) O-O-H (°) O-O in PO4
– (Å) 

HF/6-31+G(d,p) 0.94 107.2 2.62 
B3LYP/6-
31+G(d,p) 0.97 105.7 2.69 

MP2/6-31+G(d,p) 0.96 105.4 2.70 
 

Double complexes 
Complexes H2O2-PO4

–, H2O-PO4
–, Na+-PO4

–, Na+-H2O2 and Na+-H2O are considered. 
The geometry optimizations are carried out for these complexes, energies of interaction are 
calculated.  

Let us consider the double complexes H2O2-PO4
– and H2O-PO4

–. Their optimized 
geometries are shown on Fig. 2. It should be mentioned, that we take into account only 
complexes, where peroxide or water molecules are situated near two “opened” oxygen atoms 
(on the right side of PO4

– on Fig. 2), because group PO4
– is considered as a part of DNA 

backbone.  
Double complexes have the geometries (Fig. 2) where hydrogen peroxide or water 

molecule is situated almost symmetrically near oxygen atoms of PO4
–. In the case of 

hydrogen peroxide there are two hydrogen bonds (upper and lower symmetrically), because 
average distance between neighbor oxygen atom (from PO4

–) and hydrogen (from H2O2) is 
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1.85 Å, angle O-H-O 163º. The hydrogen peroxide molecule is compressed – its dihedral 
angle smaller than in Table 1 and is close to 55º. Such a change in dihedral angle makes a 
contribution into deformation energy (about 3-4 kcal/mol for different methods). On the 
contrary, the water molecule does not form hydrogen bonds with oxygen atoms of PO4

– 
because of its smaller size, but it is also situated symmetrically to them. For water molecule 
the symmetrical distances O(PO4

–)-H(H2O) are more than 2.1 Å and angles O-H-O are near 
145º and these geometries are insufficient for forming of hydrogen bonds. 

 

  
(a) 

 (b) 

Fig. 2. Complexes H2O2-PO4
– (a) and H2O-PO4

– (b). 
 

Interaction energies of complexes H2O2-PO4
– and H2O-PO4

– are shown in Table 3. From 
Table 4 one can see that the energies of complex with hydrogen peroxide molecule and 
phosphate group are larger for every method of calculation. Complexes of water molecule and 
PO4

– have smaller energy. The hydrogen peroxide molecule is larger than water molecule and 
it is more convenient for hydrogen peroxide to form two symmetric hydrogen bonds with 
phosphate group. 
 

Table 3. Energies of H2O2-PO4
– and H2O-PO4

– double complexes (energies – kcal/mol) 
 

 H2O2-PO4
– H2O-PO4

– 

HF/6-31+G(d,p) -20.8 -14.8 

B3LYP/6-31+G(d,p) -21.3 -14.4 

MP2/6-31+G(d,p) -21.4 -15.0 

 
The double complexes with sodium counterion are also considered in the present work. 

These are complexes Na+-PO4
–, Na+-H2O2 and Na+-H2O. Optimized geometries of complexes 

are shown on Fig. 3. In the complex of sodium counterion and phosphate group the distance 
Na+-P is 2.68 Å (mean for three methods). Distances Na+-O for complexes Na+-H2O2 and 
Na+-H2O are 2.38 Å and 2.24 Å correspondingly. For comparison, the distances calculated by 
atom-atom potential function method [1] were 2.8 Å (Na+-H2O2 complex) and 2.7 Å (Na+-
H2O complex).  

The energies of Na+-PO4
–, Na+-H2O2 and Na+-H2O complexes are shown in Table 4. It 

should be mentioned that the complex of sodium and phosphate group is the most strongly 
bounded, whereas molecules of peroxide and water interact with sodium counterion almost 
equally. The results of previous calculations [1] gave the energies -122 kcal/mol (Na+-PO4

–), -
14 kcal/mol (Na+-H2O2) and -12 kcal/mol (Na+-H2O). 
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(a) (b) (c) 
 

Fig. 3. Complexes Na+-PO4
– (a), Na+-H2O2 (b), and Na+-H2O (c). Sodium counterion is shown in blue. 

 
Table 4. Energies of complexes Na+-PO4

–, Na+-H2O2 and Na+-H2O (kcal/mol) 
 

 Na+-PO4
– Na+-H2O2 Na+-H2O 

HF/6-31+G(d,p) -135.9 -24.1 -24.9 

B3LYP/6-31+G(d,p) -134.8 -24.4 -25.0 

MP2/6-31+G(d,p) -130.7 -22.6 -23.6 

 
The energies of Na+-H2O2 complex obtained from quantum-chemical calculations are 

slightly smaller than energies of Na+-H2O complex, whereas for calculation with atom-atom 
potential functions method these values are vise versa. This difference can be explained by 
flexibility of hydrogen peroxide molecule. In quantum-chemical calculation H2O2 can change 
its geometry (especially, dihedral angle) near the counterion, while the geometry change in 
water molecule is less significant. In method used in [1] the molecules H2O2 and H2O were 
rigid and did not change their geometries. 
 

Triple complexes 
Triple complexes Na+-H2O2-PO4

– and Na+-H2O-PO4
– is studied. It is interesting to add 

sodium counterion to double complexes H2O2-PO4
– and H2O-PO4

–, because sodium interacts 
with phosphate stronger than molecules H2O2 and H2O, and sodium counterions are always 
present in the solution in natural conditions. Optimized structures of such complexes are shown 
on Fig. 4. We consider sodium counterion and hydrogen peroxide or water molecules to be 
placed near two “opened” oxygen atoms of PO4

– (to the right of phosphate group on Fig. 4). 
 

 

(a) (b) 
 

Fig. 4. Complexes Na+-H2O2-PO4
– (a) and Na+-H2O-PO4

– (b). 
 
These geometries are almost similar for different type of calculation. Geometry 

optimization shows that adding of sodium counterion into double complexes H2O2-PO4
– and 

H2O-PO4
– leads to displacement of peroxide or water molecule while sodium is situated 
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closer to PO4
–. Molecule H2O2 (H2O) forms one hydrogen bond with phosphate group. It is 

natural that sodium counterion is situated close to PO4
–, because it has positive charge and 

oxygen atoms of PO4
– have negative and also sodium repulses positively charged hydrogen 

atoms of peroxide or water molecules which form hydrogen bonds with PO4
–. It should be 

noted that in previous work [1] optimal geometries were different, but optimization with 
efficient quantum-chemical methods shows that such a geometries are not minima of potential 
surface and geometries (Fig. 4) are more energetically convenient. Interaction energies of 
complexes Na+-H2O2-PO4

– and Na+-H2O-PO4
– are shown in Table 5. One can see that both 

complexes are bound. Complex with hydrogen peroxide is bound slightly stronger than 
complex with water molecule. 

 
Table 5. Energies of complexes Na+-H2O2-PO4

– and Na+-H2O-PO4
– (energies – kcal/mol) 

 
 Na+-H2O2-PO4

– Na+-H2O-PO4
– 

HF/6-31+G(d,p) -154.0 -151.4 

B3LYP/6-31+G(d,p) -154.0 -152.1 

MP2/6-31+G(d,p) -148.2 -148.0 
 
These results are qualitatively similar to results from [1], obtained in atom-atom potential 

functions method, where energies of complexes Na+-H2O2-PO4
– and Na+-H2O-PO4

– were -
130.3 kcal/mol and -129.2 kcal/mol correspondingly. But there are different geometries of 
complexes [1]. The triple complex Na+-H2O2-PO4

– with geometry similar to [1] is not optimal 
and has energy near -147 kcal/mol, whereas its energy in geometry Fig. 4(a) is -154 kcal/mol 
for HF/6-31+G(d,p) calculation. 
 

CONCLUSIONS 
The main result of the present work is showing that hydrogen peroxide molecule can form 

stable complexes with phosphate group of DNA with or without sodium counterion. Energetically 
it is similar to water molecule. But since the H2O2 molecule has bigger mass it can stay near DNA 
backbone for longer time. Thus, there are two possible ways for peroxide to interact with DNA 
backbone near phosphate groups – decay via Fenton reaction or direct transcription blocking.  

As a future prospect we plan to investigate such complexes with water solution model to 
obtain results more close to natural conditions. It is also interesting to analyze the behavior of 
hydrogen peroxide molecules near DNA within molecular dynamics calculation. 
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Background: While antiviral and interferon-inducing agent tilorone is used as a reactant of a number of 
popular pharmacological preparations, the molecular mechanisms of its biological antiviral activity are 
under discussions among the specialists. That is why the molecular level model studies of interactions of 
tilorone with targeting biomolecules and their components are considered to be urgent and useful for 
understanding the molecular mechanisms of the agent biological activity. 
Objectives: The current model study is devoted to mechanistic examining of the intermolecular 
interactions of tilorone with its possible biomolecular targets which are believed to be nucleic acids and 
such their components as nucleosides containing purine or pyrimidine nitrogen bases. 
Materials and methods: The objects of the study are model systems composed of tilorone 
dihydrochloride (Til•2HCl) and its potential targeting biomolecules: single-stranded RNA (ssRNA) 
obtained from Saccharomyces cerevisiae yeast or nucleosides - adenosine (Ado), thymidine (Thd), or 
uridine (Urd). Dynamic light scattering (DLS) measurements aimed at observation of drug-biomolecules 
aggregation is applied to the system (tilorone+ssRNA) (1:10 molar ratio) in RNA-free phosphate buffered 
saline solution (with 10% fetal bovine serum). Electrospray ionization (ESI) mass spectrometry is used to 
examine the intermolecular interactions in the binary (tilorone + nucleoside) (Ado, or Thd, or Urd in 1:10 
molar ratio) and triple (tilorone + Ado + Urd) (1:10:10 molar ratio) systems dissolved in polar solvent 
methanol. 
Results: The obtained DSL data demonstrate that under conditions similar to the physiological ones, 
introduction of tilorone into the ssRNA solution results in formation of tilorone+ssRNA aggregates which 
more than 10 times exceed in size the particles observed in the ssRNA solution itself. The ESI mass 
spectrometry experiments reveal that while the mass spectra of all studied (tilorone + nucleoside) model 
systems contain ions characteristic of the individual components of the mixtures, in the spectra of 
(tilorone + Urd) system the ions of stable ion-molecular clusters of uridine with tilorone dication 
Urd•Til•2H2+ are recorded. The examining of the three-component model system (tilorone + Ado + Urd) 
testifies to the selectivity of tilorone binding: while the peak of noncovalent complex of Urd•Til•2H2+ is 
detected, any peaks of the complexes of Ado with tilorone are not found in the mass spectrum. 
Conclusions: Formation of large-scale molecular aggregates of tilorone with ssRNA in the solutions 
which are similar to the physiological solution in physical and chemical characteristics is revealed in the 
performed DLS investigation. Creation of stable Urd•Til•2H2+ noncovalent complexes in 
(tilorone + nucleoside) model systems was demonstrated by ESI mass spectrometry, while the complexes 
of tilorone with Ado and Thd are not detected in the experiments. It testifies to the possibility of 
formation of stable noncovalent complexes of tilorone with ssRNA and their components in biological 
systems, and pointed at Urd as one of the potential centers of specific binding of RNA molecules with 
tilorone. 
KEY WORDS: tilorone; RNA; nucleosides; intermolecular interactions; dynamic light scattering; mass 
spectrometry. 
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Актуальність. Незважаючи на застосування антивірусного та інтерферон-індукуючого агенту 
тилорону в якості діючої речовини ряду сучасних фармакологічних препаратів, молекулярні 
механізми його антивірусної дії залишаються предметом наукової дискусії. Тому дослідження на 
молекулярному рівні взаємодії тилорону з біомолекулами-мішенями та їх компонентами є 
актуальними та важливими з точки зору встановлення молекулярних механізмів його біологічної 
активності. 
Мета роботи. Метою роботи стало вивчення міжмолекулярних взаємодій тилорону з 
потенційними біомолекулами-мішенями: нуклеїновими кислотами та їх компонентами – 
нуклеозидами, що можуть містити, як пуринові, так і піримідинові азотисті основи. 
Матеріали і методи. Об’єктами дослідження було обрано модельні системи, що містили тилорону 
дигідрохлорид та потенційні молекули-мішені  одноланцюгові РНК (ssRNA), які було отримано з 
дріжджів Saccharomyces cerevisiae, або нуклеозиди: аденозин (Ado), тимідин (Thd), чи уридин 
(Urd). Маючи за мету вивчення можливої агрегації тилорону з біомолекулами, методом 
динамічного розсіювання світла було досліджено систему (тилорон+РНК) (молярне 
співвідношення компонентів 1:10) у розчині, в складі якого – натрій-фосфатний буфер з 
додаванням 10% сироватки крові теляти. Метод мас-спектрометрії з іонізацією 
електророзпиленням було застосовано для дослідження міжмолекулярних взаємодій в модельних 
бінарних системах (тилорон+нуклеозид) (Ado або Thd, або Urd, молярне співвідношення 1:10) та 
трьохкомпонентній системі (тилорон + Ado + Urd) (молярне співвідношення 1:10:10), які було 
розчинено в полярному розчиннику – метанолі. 
Результати. Дані, отримані методом динамічного розсіювання світла, свідчать, що в умовах, 
наближених до фізіологічних, введення тилорону у розчин РНК призводить до формування в 
системі молекулярних агрегатів тилорон+ssRNA, які у 10 разів перевищують за розміром 
частинки, присутні у вихідному розчині РНК. Результати мас-спектрометричного експерименту 
показують, що мас-спектри усіх досліджених бінарних систем (тилорон+нуклеозид) містять піки 
іонів, які характерні для індивідуальних компонентів сумішей, а в спектрі системи (тилорон + Urd) 
поряд з вищезазначеним реєструється досить інтенсивний сигнал стабільного іон-молекулярного 
кластеру Urd•Til•2H2+. Мас-спектрометричне дослідження трьохкомпонентної модельної системи 
(тилорон + Ado + Urd) підтвердило дані щодо можливої вибірковості зв’язування тилорону з 
нуклеозидами, оскільки при наявності у спектрі сигналу нековалентного комплексу Urd•Til•2H2+ 
піки кластерів Ado з тилороном в спектрі не виявленo. 
Висновки. Методом динамічного розсіювання світла показано формування великорозмірних 
молекулярних агрегатів тилорону з РНК у розчині, який за фізико-хімічними параметрами 
наближений до фізіологічного. В дослідженнях методом мас-спектрометрії з іонізацією 
електророзпиленням виявлено утворення стабільних нековалентних комплексів Urd•Til•2H2+ в 
модельних системах (тилорон + нуклеозид), утворення комплексів тилорону з Ado чи Thd не 
зареєстровано. Отримані дані свідчать про можливість формування стабільних нековалентних 
комплексів тилорону з одноланцюговими РНК та їх компонентами в біологічних системах та 
вказують на Urd як на один з потенційних центрів специфічного зв’язування молекул РНК з 
тилороном. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: тилорон; РНК; нуклеозиди; міжмолекулярна взаємодія; динамічне розсіювання світла; 
мас-спектрометрія. 
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Актуальность. Несмотря на использование противовирусного и интерферон-индуцирующего 
агента тилорона в качестве действующего вещества ряда современных фармакологических 
препаратов, молекулярные механизмы его антивирусного действия остаются предметом научной 
дискуссии. Поэтому исследования на молекулярном уровне взаимодействий тилорона с 
потенциальными биомолекулами-мишенями и их компонентами являются актуальными и 
важными для определения молекулярных механизмов его биологической активности. 
Цель работы. Целью настоящей работы стало изучение межмолекулярного взаимодействия 
тилорона с потенциальными биомолекулами-мишенями: нуклеиновыми кислотами и их 
компонентами  нуклеозидами, содержащими как пуриновые, так и пиримидиновые азотистые 
основания. 
Материалы и методы. Объектами исследования были выбраны модельные системы, состоявшие 
из дигидрохлорида тилорона и его потенциальных молекул-мишеней одноцепочечных РНК 
(ssRNA), полученных из дрожжей Saccharomyces cerevisiae, или нуклеозидов: аденозина (Ado), 
тимидина (Thd), или уридина (Urd). С целью изучения возможной агрегации тилорона с 
биомолекулами методом динамического светорассеяния была исследована система 
(тилорон + РНК) (молярное соотношение компонентов 1:10) в растворе натрий-фосфатного 
буфера с добавлением 10% сыворотки крови телят. Метод масс-спектрометрии с ионизацией 
электрораспылением был использован для исследования межмолекулярных взаимодействий в 
модельных бинарных системах (тилорон+нуклеозид) (Ado или Thd, или Urd, молярное 
соотношение 1:10) и трехкомпонентной системе (тилорон + Ado + Urd) (молярное соотношение 
1:10:10), растворенных в полярном растворителе метаноле. 
Результаты. Данные, полученные методом динамического светорассеяния, свидетельствуют, что 
в условиях, приближенных к физиологическим, введение тилорона в раствор РНК вызывало 
формирование в модельной системе агрегатов тилорон+ssRNA, которые более чем в 10 раз 
превышали по размеру частицы, присутствовавшие в исходном растворе РНК. 
Экспериментальные результаты, полученные методом масс-спектрометрии, демонстрируют, что 
масс-спектры всех исследованных бинарных систем (тилорон+нуклеозид) содержат пики ионов, 
характерных для индивидуальных компонентов смеси, а в спектре системы (тилорон + Urd), 
наряду с этим, обнаружен достаточно интенсивный сигнал стабильного ион-молекулярного 
кластера Urd•Til•2H2+. Масс-спектрометрическое исследование трехкомпонентной модельной 
системы (тилорон + Ado + Urd) подтвердило данные о возможной селективности связывания 
тилорона с нуклеозидами, поскольку при наличии в спектре системы пика нековалентного 
комплекса Urd•Til•2H2+ пики кластеров Ado с тилороном в спектре не обнаружены. 
Выводы. Методом динамического светорассеяния показано формирование крупных 
молекулярных агрегатов тилорона с РНК в растворе, близком по физико-химическим параметрам 
к физиологическому. В исследованиях методом масс-спектрометрии с ионизацией 
электрораспылением продемонстрировано образование стабильных нековалентных комплексов 
Urd•Til•2H2+ в модельных системах (тилорон + нуклеозид). Комплексы тилорона с Ado и Thd в 
спектрах не зарегистрированы. Полученные данные свидетельствуют о возможности 
формирования стабильных нековалентных комплексов тилорона с одноцепочечными РНК и их 
компонентами в биологических системах и указывают на Urd как на один из потенциальных 
центров специфического связывания молекул РНК с тилороном. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тилорон; РНК; нуклеозиды; межмолекулярные взаимодействия; динамическое 
светорассеяние; масс-спектрометрия. 
 

Tilorone is known as an effective antiviral and interferon-inducing agent from the 
seventies of the last century [1-3]. Tilorone is a reactant of the national pharmaceutical 
preparation Amixin IC (InterChem SLC, Odessa, Ukraine) and some other preparations which 
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are widely used in the treatment of a number of viral infections and some other diseases [4-8]. 
The interferon-inducing action of tilorone and, in particular, stimulation of synthesis of all 
three types of interferon in a human body is considered as the basic mechanism of the 
preparation activity [9]. 

However, in spite of active usage of tilorone in medical practice in Ukraine and some 
others FSU countries, the discussions about its efficiency and investigations of its 
pharmacological activity as well as toxicity are currently continued [10-12]. For example, 
there is investigation testified to miscoordination of interferon-inducing and antiviral effects 
of tilorone [13]. The problem of molecular mechanisms of antiviral tilorone activity is 
remaining open since it is still not clear whether this activity is related just to interferon-
inducing activity or it is also connected with other intracellular cascade reactions and 
intermolecular interactions. That is why the molecular level model studies of interactions of 
tilorone with potential targeting biomolecules and their components are considered to be 
helpful in understanding the molecular mechanisms of the agent biological activity, which is 
necessary for development of more efficient and less toxic medicines. In particular, one of the 
existing hypotheses about nucleic acids and their constituents as potential molecular targets 
for tilorone binding requires experimental confirmation. 

The current study is devoted to examining the mechanistic intermolecular interactions of 
tilorone with its possible molecular targets in the viral and host cells, which are believed to be 
RNA and nucleosides. An experimental investigation of biologically significant 
intermolecular interactions of tilorone with ssRNA and a number of nucleosides (adenosine 
(Ado), thymidine (Thd), and uridine (Urd)) has been performed by dynamic light scattering 
(DLS) and electrospray (ESI) ionization mass spectrometry methods. 
 

MATERIALS AND METHODS  
 

Materials 
Tilorone – 2,7-bis[2-(diethylamino)ethoxy]-9-fluorenone dihydrochloride from the 

Sigma-Aldrich company (Germany) was used in all experimental investigations. The 
chemical structure of tilorone dihydrochloride (Til•2HCl) is presented in Scheme 1. 

Single-stranded RNA (ssRNA) for DLS experiments was obtained from Saccharomyces 
cerevisiae yeast as described in [14]. The following dilution buffer composition was used as a 
solvent: RNA-free phosphate buffered saline solution (PBS, Sigma, USA) and 10% (volume 
to volume) of fetal bovine serum (FBS, Sigma, USA), рН=7.4. After preparation of solutions 
of tilorone (10 g•L-1 or 2.07.10-2 mol•L-1) and ssRNA (8 g•L-1) in the above mentioned 
solvent, they were ex tempore filtered through 0.2 μm syringe filter Minisart® NML with 
surfactant-free cellulose acetate (SFCA) (Sartorius AG, Germany). The samples of the model 
system (tilorone + ssRNA) were prepared just before DLS measurements by mixing of the 
two solutions to obtain the final molar ratio of tilorone to ssRNA as 1:10. 

Adenosine (Ado), thymidine (Thd), and uridine (Urd) nucleosides and methanol (MeOH) 
for mass spectrometric experiments were purchased from the Sigma-Aldrich company 
(Germany). Initial solutions of tilorone and nucleosides (5 mM) were prepared in methanol 
(polar solvent which is commonly used in ESI mass spectrometry) and used for preparation of 
binary (tilorone + nucleoside) (1:10 molar ratio) and triple (tilorone + Ado + Urd) (1:10:10 
molar ratio) model systems. In our study we did not investigate the model systems including 
guanosine, since from our previous experimental experience we know that guanine 
derivatives have less solubility in polar solvents in comparison with other nucleosides. It 
could result in distortion of mass spectrometric information about intermolecular interactions 
in the multicomponent model systems containing guanosine. 
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The mixtures were kept at the room temperature for at least 10 minutes before the ESI 
mass spectrometric analysis. The spraying procedure required dilution of the solutions to be 
studied to the final 250 μM concentration of the diluted components of the model systems in 
each solution. 

 
Scheme 1. Tilorone dihydrochloride (Til•2HCl) chemical structure (adapted from the web site of the Sigma-

Aldrich supplier https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/220957?lang=en&region=UA). 
 

Dynamic light scattering  
Dynamic light scattering (DLS) method, which is also known as photon correlation 

spectroscopy, is a powerful tool for studying the size distribution of molecular particles, and 
in particular their aggregates, basing on their diffusion behavior in solution. The diffusion 
coefficient, and hence the hydrodynamic radii calculated from it, depends on the size and 
shape of the particles present in solutions. 

The particles sizes and distribution as well as polydispersity indexes (PdI) of solutions of 
ssRNA and (tilorone + ssRNA) mixture in the dilution buffer are measured using Malvern 
Zetasizer Nano-ZS instrument (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) and analyzed by 
Zetasizer software (Malvern Instruments). For each sample a separate disposable polystyrene 
cuvette (Sarstedt AG & Co., Germany) is used. Water is used as a dispersant. All DSL 
measurements are carried out at a standard temperature of +25°C, and three measurements 
with at least 10 sub-runs are performed for each sample. 

The Zetasizer software supplied with the instrument provides a number of analysis tools 
to study aggregation by the DLS. “Size Distribution by Intensity” and “Size Distribution by 
Volume” are the most widely used tools. The Size Distribution by Intensity method is suitable 
for detection of high molecular weight particles including aggregates, which scatter light 
disproportionately relative to smaller particles, enabling detection despite their relatively low 
concentration in a sample [15]. The Size Distribution by Volume method is used in our study 
with the aim to investigate of characteristics of the particles of ssRNA and aggregates in 
(tilorone + ssRNA) system in the dilution buffer. 
 

ESI mass spectrometry 
Electrospray ionization (ESI) mass spectra of the systems studied are obtained in the 

positive ion mode using triple quadrupole (QqQ) Micromass Quattro Micro mass 
spectrometer (Waters, Manchester, UK) equipped with the electrospray ion source. This 
source is operated in the standard ESI mode. The ESI source temperature is set to 120oC and 
the desolvation temperature is 200oC. The spraying capillary is operated at 3.5 kV. The cone 
voltage (CV) value of 10 V is used. The analyzed solutions (20 μL) are injected into the mass 
spectrometer at a constant flow rate of 0.2 mL•min-1 of methanol solvent. The ESI spectra are 
recorded in the mass range of m/z 100-2000. Data acquisition and processing are performed 
using MassLynx 4.1 software (Waters, Manchester, UK). 

 
RESULTS AND DISCUSSION 

 
DSL experimental study 

DLS method was applied to examine the size characteristics of the particles present in 
solutions of ssRNA and (tilorone + ssRNA) system (1:10 molar ratio) in the dilution 
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buffer. The obtained (PdI) and Size Distribution by Intensity values are summarized in 
Table 1. 
 

Table 1. Polydispersity Index (PdI), Size Distribution by Intensity and Z-Average data for solutions of 
ssRNA and (tilorone + ssRNA) in dilution buffer * 

 

Parameter ssRNA solution (tilorone + ssRNA) system 
(1:10 molar ratio) 

PdI 0.192±0.009 0.330±0.062 
Size Distribution by Intensity   

Pk 1 Mean Int (d, nm) 152.6±1.99 1882±139.5 
Area Int (%) 100 75±18 

Pk 2 Mean Int (d, nm) – 5096±474.4 
Area Int (%) – 25±18 

Z-Ave nm 126.43±1.63 not applicable 
 
*Notes: the results are presented as Mean and St Deviation; the Size Distribution by Intensity data are 
represented as a certain number of peaks (Pk 1-2) corresponding to the populations of particles of certain size 
(Mean Int – d, nm) and their input into the total scattering intensity (Area Int – %). Z-Average size (Z-Ave) is 
harmonic intensity averaged particle diameter. 
 

The summarized data on the particles Size Distribution by Volume are presented in 
Table 2. 
 

Table 2. Particles Size Distribution by Volume in solutions of ssRNA and (tilorone + ssRNA) 
 

Solutions Particles Size Distribution (d, nm ± St Dev) by Volume 
ssRNA 132.1±67.1 

(tilorone + ssRNA) 1711.0±351.0 
 

Statistic graphs of the particles size distributions in solutions of ssRNA and (tilorone + 
ssRNA) system by volume are presented in Fig. 1. 

The experimental results demonstrate that ssRNA solution in the dilution buffer is quite 
monodisperse system, since it contains particles of similar sizes. Indeed, the mean diameter of 
these particles is between 150 and 154 nm and the size distribution is narrow, as is evidenced 
by the polydispersity index values (ranging from 0.18 to 0.20) (Table 1). The data obtained 
for PdI and Size Distribution by Intensity for the ssRNA solution most probably point to 
creation of similar sizes molecules aggregates of ssRNA with Bovine Serum Albumin (BSА) 
and/or other molecules existing in the used buffer solution (Pk1 in Table 1, peak in the 
statistic graph, Fig. 1). Value of Z-average (also known as the “cumulants mean”) testifies to 
the monodispersity of the ssRNA solution sample too. 

Introduction of tilorone solution into the solution of ssRNA in the buffer resulted in 
almost twice reliable increase of PdI values (range of PdI value is 0.27 – 0.39) comparing 
with the values for the ssRNA solution itself. In the statistic graph of (tilorone + ssRNA) 
system (Fig. 1) there are two peaks showing the presence of two different size particles 
populations in the system. The first peak (which input into the total scattering intensity is 
75%) is most probably related to aggregates of tilorone with the initial particles of ssRNA, 
and mean diameter of the aggregates is more than 10 times exceeds the mean diameter of the 
particles in the ssRNA solution itself. The second peak (with input into the total scattering 
intensity of 25%) is related to bigger aggregates of the system components (obviously, 
including BSA and other serum components) with the mean diameter ranging between 4.62 
and 5.57 μm. 
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Fig. 1. Particles size distribution in solutions of ssRNA and (tilorone+ssRNA) system by volume. 
The results are presented as Mean with Max-Min error bar. 

 
It should be noted that in our investigation, with the purpose of obtaining reliable results 

for sizes distribution and taking into account the ranges of the equipment sensitivity, we take 
solutions which contained more high concentrations of tilorone and ssRNA than usually are 
used for biological objects in vitro [16, 17]. 

Thus, the obtained DSL data demonstrate that under conditions similar to the 
physiological ones, the introduction of tilorone into the system of ssRNA solution in the 
buffer results in active aggregation of tilorone with the ssRNA particles and in enlargement of 
the aggregates likely contained tilorone, ssRNA and other components of the used dilution 
buffer. Earlier it was showed that (tilorone + ssRNA) complex with 1:10 components ratio 
demonstrated significant antiviral activity [16], and also induced interferon formation in vitro 
[17] as well as in vivo [18]. The data obtained in the current and earlier investigations are in a 
good agreement with the modern ideas about the effect of double-stranded allogenic RNA of 
different length on the formation of interferon-mediated or interferon independent antiviral 
resistance of the cells [19, 20]. 

To confirm the (tilorone + ssRNA) noncovalent complexation at the monomer level and 
with the purpose to find the possible RNA components which can be considered as centers of 
tilorone binding to the nucleic acid molecules, the following ESI mass spectrometry study of 
interactions of tilorone with nucleosides was performed. 

 
ESI mass spectrometry investigations 

At the first stage of the ESI mass spectrometric experimental study solution of tilorone in 
methanol was investigated. The characteristic mass spectrum of tilorone is presented in Fig. 2. 
It contains the abundant peak of the tilorone dication Til•2H2+ (m/z 206.3) and set of clusters 
of tilorone with various number of protons and chlorine anions. 
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Fig. 2. Positive ion ESI mass spectrum of 
tilorone solution in methanol. 

Fig. 3. ESI mass spectrum of 
(tilorone + Uridine) (1:10 molar ratio) 

model system in methanol solvent. 

Fig. 4. ESI mass spectrum of 
(tilorone + Adenine + Uridine) (1:10:10) 

model system 
in methanol solvent. 

 

 
At the next stage the intermolecular interactions of tilorone with selected nucleosides 

Ado, Thd, and Urd were examined by the ESI mass spectrometry probing of methanol 
solutions of (tilorone + nucleoside) mixtures in 1:10 molar ratio. In the current measurements, 
we applied the ESI approach, which we developed and effectively harnessed in our previous 
investigations [21-25] for the study of intermolecular interactions of biologically active 
compounds, including drugs, with the targeting biological molecules. 
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The mass spectra of all studied model systems (tilorone + nucleoside) contain ions 
characteristic of the individual components of the mixtures. At the same time, the most 
interesting result from the biophysical point of view relates to observation in the spectra of 
(tilorone + Urd) system (Fig. 3) the ions of stable ion-molecular clusters of uridine with 
tilorone dication. The presence of the peak of doubly charged ion Urd•Til•2H2+ (m/z 328.3) 
with relative intensity about 10% in the ESI mass spectrum testifies to the formation of stable 
noncovalent complexes of uridine with tilorone in solution. It is notable that in the other 
model systems examined the formation of such complexes of tilorone with adenosine or 
thymidine is not detected by the ESI method. 

To check the idea about selectivity of tilorone interaction with uridine we examined a 
three-component model system of (tilorone+Ado+Urd) (1:10:10 molar ration). The ESI mass 
spectrum of the triple system (Fig. 4) contains characteristic peaks of tilorone, adenosine, and 
uridine. The signal of the cluster of tilorone with uridine  the peak of Urd•Til•2H2+ at 
m/z 328.3  has been detected too, while the peak of the complex Ado•Til•2H2+ with expected 
m/z 339.4 or other peaks of any noncovalent complexes of adenosine with tilorone have not 
been found in the spectrum. 

To determine the structural and energetic parameters of the registered in the mass 
spectrometry experiments noncovalent complexes of tilorone with uridine we are planning to 
perform quantum-mechanical calculations in our following study, similarly to approach 
developed in [23-25]. However, right now we can suggest that registered Urd•Til•2H2+ 
complexes can be stabilized by electrostatic interactions of partially negatively charged two 
carbonyl groups of uridine and positively charged quaternary ammonium groups of tilorone. 
The partially negatively charged carbonyl groups of thymidine may be less sterically 
accessible, because of methylation of C5  of pyrimidine cycle in thymidine, that can cause less 
stability of noncovalent complexes of tilorone with thymidine (the complexes are not 
recorded in the mass spectrum). As for adenosine, in its structure there are no carbonyl groups 
with significant partial negative charge, and therefore electrostatic interactions of adenosine 
with positively charged protonated groups of tilorone will be weaker in comparison with the 
ones for uridine. 

Taking into account that uridine is affiliated just with RNA (but not DNA) the obtained 
data testifies to the possible specificity of interactions of tilorone with the RNA (not DNA) 
components, which can be important for revealing the mechanisms of the tilorone biological 
activity. 

 
CONCLUSIONS 

The performed DLS investigations reveal the formation of large-scale molecular 
aggregates of tilorone with ssRNA in the buffer solution contained RNA-free phosphate 
buffered saline solution and 10% of fetal bovine serum, which is similar to the physiological 
solution in physical and chemical characteristics. The addition of tilorone into the ssRNA 
solution in the buffer in the molar ratio of 1:10 results in the formation of complexes of 
ssRNA particles with tilorone with the mean diameter of 10 times larger than the diameter of 
the particles in the ssRNA solution itself. We suggest that similar complexation of tilorone 
with ssRNA could take place in real biological systems and could provoke the tilorone 
antiviral effect as well as induce activation of interferon-mediated or interferon independent 
pathways of formation of antiviral resistance of the host cells. 

The ESI mass spectrometric study of the model systems of (tilorone + nucleosides) (Ado, 
Urd, or Thd) demonstrates the formation of stable noncovalent complexes Urd•Til•2H2+, 
while the complexes of tilorone with Ado and Thd are not detected in the experiments. It 
testifies to the possibility of formation of stable noncovalent complexes of tilorone with the 
RNA and their components in biological systems and pointed at Urd as one of the potential 
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centers of specific binding of tilorone to the RNA molecules. Such intermolecular interactions 
of tilorone with viral RNA and/or with RNA in the host cells could be considered as the 
molecular mechanism of antiviral activity of tilorone as well as the molecular basis of the 
possible drug toxicity for the host cells. 
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Актуальность. Модельные липидные мембраны в настоящее время широко используются для 
исследования мембранотропного действия (МД) многих лекарственных веществ, а также для 
создания липосомальных форм фармпрепаратов. Вместе с тем, известно, что липидный состав 
мембран может существенно влиять на взаимодействие лекарственных веществ с мембраной. 
Цель работы. Сравнение МД некоторых лекарственных веществ в модельных мембранах 
различного липидного состава. 
Материалы и методы. Методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) 
исследовано влияние лауриновой кислоты, фенспирида и каолина на характеристики фазовых 
переходов модельных мембран на основе гидратированных фосфолипидов. Наряду со 
«стандартной» мембраной на основе L-α-дипальмитоилфосфатидилхолина (ДПФХ), была 
использована мембрана ДПФХ, содержащая церамиды (ДПФХ-Ц), а также мембрана, содержащая 
ДПФХ, L-α-дипальмитоилфосфатидилэтаноламин и холестерин (ДПФХ-ДПФЭ-Х). Согласно 
литературным данным, мембраны ДПФХ и ДПФХ-Ц фазово однородны, тогда как в мембране 
ДПФХ-ДПФЭ-Х сосуществуют две липидные фазы различного состава. 
Результаты. Показано, что фенспирид во всех трёх типах мембран имеет практически одинаковое 
МД. Для лауриновой киcлоты МД было качественно сходно в мембранах ДПФХ и ДПФХ-Ц, тогда 
как в мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х наблюдались принципиально иные эффекты. Что касается 
каолина, то различия в его МД наблюдались уже между мембранами ДПФХ и ДПФХ-Ц 
(повышение температур фазовых переходов в ДПФХ-Ц и тенденция к их снижению – в ДПФХ). В 
мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х каолин приводит к заметному снижению температур фазовых 
переходов в обеих липидных фазах наряду с взаимно противоположными изменениями в 
кооперативности. 
Выводы. На примерах отдельных веществ показано, что сильное разупорядочивающее МД может 
оказаться практически не зависящим от липидного состава мембран. Показано, что изменение 
кооперативности и перераспределение липидов в мембране может быть вызвано не только 
процессами встраивания стронних компонентов в объём бислоя, но и их адсорбцией на 
поверхности мембраны. Полученные результаты могут быть полезны при подборе состава 
модельных мембран для исследования МД лекарственных веществ. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: лекарственные вещества; мембранотропное действие; модельные 
липидные мембраны; липидный состав; дифференциальная сканирующая калориметрия. 
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Актуальність. Модельні ліпідні мембрани у теперішній час широко застосовуються для 
досліджень мембранотропної дії (МД) багатьох лікарських речовин, а також для створення ліпосо-
мальних форм фармпрепаратів. Разом із тим, відомо, що ліпідний склад мембран може суттєво 
впливати на взаємодію лікарських речовин з мембраною. 
Мета роботи. Порівняння МД деяких лікарських речовин на модельні мембрани різного ліпідного 
складу. 
Матеріали і методи. Методом диференціальної скануючої калориметрії (ДСК) досліджено вплив 
лауринової кислоти, фенспіриду та каоліну на характеристики фазових переходів модельних 
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ліпідних мембран на основі гідратованих фосфоліпідів. Разом із «стандартною» мембраною на 
основі L-α-діпальмитоїлфосфатидилхоліну (ДПФХ) була використана мембрана ДПФХ, що 
містила цереброзиди (ДПФХ-Ц), а також мембрана що містила ДПФХ, L-α-
діпальмитоїлфосфатидилэтаноламін та холестерин (ДПФХ-ДПФЕ-Х). Згідно літературним даним, 
мембрани ДПФХ та ДПФХ-Ц є фазово однорідними, тоді як у мембрані ДПФХ-ДПФЕ-Х 
співіснують дві ліпідні фази різного складу. 
Результати. Показано, що фенспірид в усіх трьох типах мембран мав майже однакову МД. Для 
лауринової кислоти МД виявилася якісно подібною в мембранах ДПФХ та ДПФХ-Ц, тоді як у мембрані 
ДПФХ-ДПФЕ-Х спостерігалися принципово інші ефекти. Щодо каоліну, то відмінності у його МД 
спостерігалися між мембранами ДПФХ та ДПФХ-Ц (підвищення температур переходів у ДПФХ-Ц та 
тенденція до їх зниження у ДПФХ). У мембрані ДПФХ-ДПФЕ-Х каолін призводить до помітного 
зниження температур фазових переходів разом із взаємно протилежними змінами у кооперативності. 
Висновки. На прикладах окремих речовин показано, що сильна розупорядковувальна 
мембранотропна дія може виявитися майже незалежною від ліпідного складу мембрани. Показано, 
що зміни кооперативності та перерозподілення ліпідів у мембрані може бути спричинено не тільки 
процесами вбудовування сторонніх компонентів у об’єм бішару, але й їхньою адсорбцією на 
поверхні мембрани. Отримані результати можуть стати корисними при підборі складу модельних 
мембран для дослідження мембранотропної дії лікарських речовин. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: лікарські речовини; модельні ліпідні мембрани; мембранотропна дія; ліпідний склад; 
диференціальна скануюча калориметрія. 
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Background: Model lipid membranes are widely used nowadays to elucidate membranotropic action 
(MA) of pharmaceuticals as well as for development of liposomal drugs. Meanwhile, membrane lipid 
composition could substantially affect a drug-membrane interaction. 
Objectives: Comparision of MA of certain pharmaceuticals on model membranes with various lipid 
compositions. 
Materials and methods: By means of differential scanning calorimetry (DSC) lauric acid, fenspiride and 
kaolin were studied with respect of their effects on phase transitions of model membranes based on hydrated 
phospholipids. Along with “standard” membrane based on L-α-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), a 
membrane containing cerebrosides (DPPC-C) was used, as well as one composed of DPPC, L-α-dipalmitoyl-
phosphatidylethanolamine and cholesterol (DPPC-DPPE-Chol). According to literature, DPPC and DPPC-C 
membranes are characterized by lipid phase homogeneity, as distinct from membrane DPPC-DPPE-Chol, 
where two different lipid phases coexist both below and above phase transition region. 
Results: It was shown that fenspiride manifested similar MA on membranes of all three types. MA of 
lauric acid in DPPC and DPPC-C membranes were qualitatively similar, whereas, in DPPC-DPPE-Chol 
membrane, different effects were observed. As to kaolin, distinctions in its MA were observed even 
between DPPC and DPPC-C membranes, namely, elevation of phase transition temperatures in DPPC-C 
membrane and a tendency to their reduction in DPPC one. In DPPC-DPPE-Chol membrane, kaolin 
markedly lowered phase transition temperatures coupled with opposite changes in cooperativity. 
Conclusions: By the examples of separated substances it was shown that strong disordering MA may be 
practically independent on lipid composition of membrane. Lipid rearrangement and cooperativity 
changes in membrane can be induced not only by incorporation of guest substances in the bulk, but also 
by their adsorption on membrane surface.The obtained results could be useful in adjustment of model 
membrane composition for MA studies of different pharmaceuticals. 
KEY WORDS: pharmaceuticals; membranotropic action; model lipid membranes; lipid composition; differential 
scanning calorimetry. 

 
Исследование мембранотропного действия лекарственных веществ составляет одну 

из важных задач современной биофизики. Для многих классов лекарственных веществ 
установлена непосредственная связь между их терапевтическим эффектом и 
способностью проникать через липидный бислой [1-3]. Учитывая, что липидный 
бислой оказывает существенное влияние на связывание и функционирование 
мембранных белков, выполняя в том числе и каталитические функции [4, 5], 
проникновение лекарств через биомембраны представляется важным не только с точки 
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зрения терапевтического процесса, но и опосредованного воздействия на 
жизнедеятельность клетки. Кроме того, известно, что подбор липидного состава 
липосом весьма существенен для оптимизации доставки лекарств [6-9]. Поэтому в 
настоящее время в качестве моделей всё более широко используются липидные 
композиции различного состава, для которых, несмотря на сложность, уже 
установлены некоторые общие физико-химические закономерности [7, 10-12]. 

Идеей настоящей работы было сравнительное исследование действия сторонних 
компонентов в мембранах различного липидного состава. Для исследований были 
выбраны лекарственные вещества с различными механизмами взаимодействия с 
мембраной: как встраивание в объём (лауриновая кислота и фенспирид), так и 
адсорбция на поверхности (каолин). 

В работе исследованы следующие типы модельных липидных мембран: 
1) мембрана ДПФХ, широко используемая для модельных исследований и 

рассматриваемая многими авторами как «стандарт» [10]; 
2) мембрана ДПФХ-Ц, содержащая ДПФХ и 5 масс.% цереброзидов для имитации 

липидного состава кожных покровов [13]; 
3) мембрана ДПФХ-ДПФЭ-Х, содержащая ДПФХ, ДПФЭ и холестерин в 

соотношении 45 : 45 : 10 по массе, приближённая по составу к мембранам энтероцитов [14]. 
Подбор липидного состава мембран был обусловлен практическими целями. Липидные 

бислои составляют основной барьер для диффузии сторонних компонентов через кожные 
покровы [13, 15]. Кроме того, цереброзиды и фосфолипиды широко используются в 
настоящее время, как в лекарственных препаратах, так и в косметике, поэтому их 
композиции интенсивно изучаются с помощью современных физических методов [16]. С 
другой стороны, фазовые состояния, индуцируемые сторонними молекулами (к примеру, 
олеиновой кислотой [17] и рицином [18]) в мембранах, содержащих церамиды, могут быть 
чрезвычайно важной составляющей их действия на кожные покровы. 

Трёхкомпонентные мембраны, содержащие «высокотемпературный» и 
«низкотемпературный» липиды, а также холестерин считаются хорошими моделями 
внешнего полуслоя мембран млекопитающих [19]. ДПФХ и ДПФЭ относятся к 
главнейшим классам липидов клеточных мембран [20]. Холестерин, в изобилии 
присутствующий в мембранах млекопитающих, имеет важную регуляторную функцию, 
модулируя физические свойства биомембран [21]. 

В литературе имеется ряд работ, посвящённых влиянию белков и других молекул на 
мембраны различного липидного состава. Так, в работе [22] показано, что степень 
связывания интегрального белка спектрина с мембранами ФХ-ФЭ с одинаковыми 
углеводородными радикалами снижалась по мере удлинения радикала, хотя эффект 
повышения давления при введении спектрина при этом увеличивался. В то же время, для 
ненасыщенных липидов указанный эффект был в несколько раз меньше. Встраивание 
спектрина в мембрану облегчалось с повышением концентрации холестерина, который 
изменял константу связывания с мембраной, но не сродство к ней. Авторы объясняют 
наблюдаемый эффект тем, что границы липидных фаз, количество которых в присутствии 
холестерина существенно увеличивается, служат местами связывания спектрина. 

В мембранах чистого ДПФЭ для гидрофильных космотропных веществ, таких как 
сахароза и глицерин, установлено снижение температуры Lα → HII перехода и 
повышение температуры перехода Lβ → Lα, т. е. сужение температурного интервала 
существования Lα-фазы [23]. Указанный эффект уменьшался с повышением длины 
цепей ФЭ и снижением степени космотропности добавки. Для гидрофильных 
хаотропных веществ, таких как, к примеру, NaSCN, эффект был обратным: расширение 
интервала существования Lα-фазы. В той же работе для космотропной сахарозы 
установлено уменьшение параметра dTm/dc для перехода Lβ → Lα с повышением длины 
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цепи в ФЭ, а также повышение указанного параметра при переходе от более 
гидратированного ДПФХ к менее гидратированному ДПФЭ. 

В общем случае на связывание сторонней молекулы с мембраной оказывает влияние 
как структура её поверхности (природа головок), так и структура её гидрофобной части 
(длина хвостов), что детально показано на примере дигитонина [24]. Положение 
сторонней молекулы в бислое, согласно [10] определяется гидрофильно-гидрофобным 
балансом, конформацией молекулы, электростатическим потенциалом и гидратацией 
поверхности. На этот баланс, в свою очередь, влияет структура гидрофильной и 
гидрофобной частей липидов, а также фазовое состояние бислоя. Именно эти факторы 
определяют латеральное взаимодействие липидов и, в конечном итоге, – проницаемость 
и сорбционную ёмкость бислоя по отношению к данной молекуле. 

Ввиду всего вышесказанного становится ясным, что липидный состав мембран 
является существенным фактором взаимодействия молекул с бислоем и работы в этом 
направлении являются весьма актуальными. 
 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Для приготовления липидных мембран использованы следующие химически 

чистые вещества: L-α-дипaльмитоилфосфатидилхолин (ДПФХ) (Avanti Polar Lipids), 
L-α-дипaльмитоилфосфатидилэтаноламин (ДПФЭ) (Fluka) и холестерин (Sigma), а 
также Ceramides LS 3773 (Basf), содержащие 25% фосфолипидов и 75% цереброзидов 
(церамидов, содержащих в своей полярной части сахарид). В качестве добавок 
использовали х. ч. фенспирид и лауриновую кислоту в концентрациях до 5 масс.%. В 
работе также был исследован каолин – тонкодисперсная глинистая порода, состоящая в 
основном из каолинита Al2Si2O5(OH)4 (Al2O3 39,5%; SiO2 46,54%; Н2О 13,96% по массе 
[25]). Концентрация каолина составляла до 20 масс.% от массы липидов. 
Геометрические размеры молекул (х ≥ у ≥ z) были получены методом PM6 с помощью 
свободного ПО MOPAC2016. На их основе был рассчитан коэффициент анизометрии k 
= (x – y)/(x + y) [26], информативный параметр, характеризующий форму молекулы: для 
сферы k = 0, для тонкого стержня k → 1. 

Краткая информация об используемых веществах представлена в табл. 1. Для 
цереброзидов, ввиду неоднородности состава, определение молекулярных параметров не 
проводилось; представлена структура наиболее распространённого представителя 
цереброзидов в мембранах мозга. Для приготовления мультибислойных мембран, 
содержащих 60% воды, к липидам в кристаллической форме добавляли требуемое 
количество воды либо такое же количество раствора исследуемых водорастворимых 
веществ. Нерастворимые в воде вещества предварительно растворяли в очищенном 
этиловом спирте вместе с липидами, затем удаляли растворитель с помощью концентратора 
«Concentrator Plus» (Eppendorf) и далее готовили по вышеописанной процедуре. 

Исследования проводили методом дифференциальной сканирующей калориметрии 
(ДСК) с помощью калориметра «Mettler DSC 1» (Mettler-Toledo). Для каждой из 
исследованных систем проводили 2 цикла «охлаждение – нагревание» со скоростью 
сканирования 2 К/мин в диапазоне 20 ÷ 70 °С. На основании полученных ДСК-
термограмм были определены следующие параметры фазовых переходов в 
исследуемых модельных мембранах: температура (Tр, Tm, Tm

b, Tm
s),а энтальпия (ΔНр, 

ΔНm, ΔНm
b, ΔНm

s,), полуширина (ΔTp½, ΔTm½, ΔTm
b

½, ΔTm
s
½), гистерезис (hр, hm, hm

b, hm
s) 

и асимметрия (am, aр). Индекс «m» относится к основному переходу (плавлению) 
мембраны (Lβ′ ↔ Lα), индекс «р» – к предпереходу (Lβ′ ↔ Рβ′), индекс «s» – к 
высокотемпературному, узкому пику перехода в мембране ФХ-ФЭ-Хол (Lβ ↔ Lα), 
индекс «b» – к широкому низкотемпературному пику перехода в этой же мембране 
(Lβ ↔ Lo). Идентификация термодинамических фаз проведена на основе [21, 27, 28]. 
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Таблица 1. Структура и некоторые молекулярные параметры используемых веществ: 
молекулярная масса (M), коэффициент липофильности (ХlogP3), коэффициент анизометрии (k), 

максимальный линейный размер (х). 
 

Вещество Структура M, Да ХlogP3 k х, Å 

ДПФХ 

 

734 13,5 0,62 31,9 

ДПФЭ 
 

692 10,8 0,59 31,9 

Холестерин 386,7 8,7 0,30 15,6 

Цереброзиды – – – – 

Фенспирид 260,3 2,1 0,44 13,5 

Лауриновая 
кислота 

 
200,3 4,2 0,71 16,8 

Каолин – – – – 

 
Определение мольной энтальпии в мембранах ДПФХ и ДПФХ-Ц проводили в расчёте 

на количество ДПФХ, а в мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х – в расчёте на общее количество 
ДПФХ и ДПФЭ. Значение гистерезиса для всех мембран получали как разность температур 
переходов при нагревании и охлаждении; значение асимметрии – как разность температуры 
максимума и середины полуширины пика перехода. Для пиков, полученных путём 
расщепления в мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х, определение значения асимметрии не 
представлялось целесообразным ввиду их заданной гауссовой (симметричной) формы. 
Экспериментальные погрешности измерений приведены на рисунках в графическом виде. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Характеристика мембран 

Состав и термодинамические параметры исходных модельных мембран 
представлены в табл. 2., а соответствующие ДСК-термограммы приведены на рис. 1. 
Как можно видеть, при добавлении цереброзидов в ДПФХ наблюдается снижение Тm и 



32 
О.В. Ващенко, Л.В. Будянская, Н.А. Касян, Л.Н. Лисецкий 

особенно Тр (см. табл. 2), что, по всей видимости, отражает повышение степени 
гидратации поверхности мембраны. Такое предположение хорошо согласуется с 
данными [29, 30] о том, что энергия межмолекулярного взаимодействия между 
разными типами липидов в смесях ДПФХ-Ц оказывается меньше средней энергии 
взаимодействия, а средняя площадь на молекулу – больше. Небольшое уширение пика 
характерно для липидных смесей [31] и отражает уменьшение кооперативности [31, 
34]. В указанных работах также установлено, что цереброзиды хорошо смешиваются с 
ДПФХ и образуют однофазную липидную систему во всём концентрационном 
диапазоне, поэтому данную мембрану можно рассматривать как однофазную систему. 

 
Мембрана ДПФХ-ДПФЭ-Х, в отличие от ДПФХ-Ц, демонстрирует двухфазное 

поведение, характерное для смесей фосфатидилхолинов (ФХ) и фосфатидилэтанол-
аминов (ФЭ) при данном соотношении компонентов [33, 36], и даёт два калориметри-
ческих пика с максимумами 51,4 и 53,2 °С, практически равные по площади (см. табл. 2). 

 
Таблица 2. Термодинамические параметры мембран по данным ДСК при нагревании. 

Для мембран ДПФХ и ДПФХ-Ц приведены значения в формате «основной переход / предпереход», 
для мембраны ДПФХ-ДПФЭ-Х – значения в формате «широкий пик / узкий пик» 

 

Мембрана Температура 
перехода, °С 

Энтальпия, 
кДж/моль 

Полуширина, 
°С 

Гистерезис,  
°С 

Асимметрия, 
°С 

ДПФХ 42,0 / 36,3 34,0 / 4,5 0,8 / 1,8 1,3 / 5,9 -0,1 / 0,3 
ДПФХ-Ц 41,7 / 33,4 36,5 / 3,6 0,9 / 3,0 1,4 / 5,3 0 / -0,3 
ДПФХ-ДПФЭ-Х 51,4 / 53,2 25,0 / 33,6 11,8 / 3,3 0,7 / 0,6 – / – 

 
Фазовые диаграммы ДПФЭ-ДПФХ были подробно исследованы в [35], где показано, 

что при эквимолярном соотношении компонентов кооперативность фазового перехода 
снижается на порядок (уширение пика), а Тm практически не отклоняется от аддитивности. 
Смеси ФХ и ФЭ с эквивалентными насыщенными цепями более плотно упакованы, что 
отражается в повышении поверхностного давления и уменьшении площади сечения на 
молекулу [36]. Таким образом, ДПФЭ оказывает конденсирующее действие на мембрану 
ДПФХ, что отражается в повышении температуры фазового перехода. Следует добавить 
также, что ФЭ относят к липидам, стимулирующим образование рафтов в мембране [37]. 
Действительно, по данным флуоресцентной микроскопии [38, 39], в смесях ДПФХ-ДПФЭ 
образуются домены с характерным размером десятки микрон. В мембране ДПФХ-ДПФЭ-
Х при данном соотношении компонентов сосуществуют Lα- и Lo-фазы [19], причём 
гетерогенность наблюдается на микроскопическом уровне во всех термодинамических 
фазах, как ниже, так и выше температуры фазового перехода (хотя в последнем случае она 
существенно меньше [40]).Таким образом, есть основания анализировать поведение 
каждого наблюдаемого пика в отдельности. 

Рис. 1. ДСК-термограммы модельных 
липидных мембран: 1 – ДПФХ, 2 – ДПФХ-Ц, 
3 – ДПФХ-ДПФЭ-Х. На врезке: разложение 
пика фазового перехода мембраны ДПФХ-

ДПФЭ-Х на 2 компоненты. 
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В работе [41] предложена упрощённая геометрическая модель для описания 
упаковки липидов в мембранах сложного состава. Молекула ДПФЭ в липидной 
мембране имеет почти цилиндрическую форму, тогда как ДПФХ – конусовидную 
(гидрофильная часть больше). Холестерин же, напротив, имеет конусовидную форму с 
расширенной гидрофобной частью и, в отличие от фосфолипидов с большой 
конформационной подвижностью цепей, практически не изменяет площади сечения 
при изменении давления. При добавлении к ДПФХ как холестерин, так и ДПФЭ 
оказывают конденсирующее действие, более выраженное для холестерина. В работе 
выдвинута концепция взаимно компенсирующей упаковки, которая, применительно к 
данному случаю, указывает на большее сродство холестерина к ДПФХ, чем к ДПФЭ, 
что подтверждается и шириной високотемпературного пика, близкой к таковой для 
бинарной смеси [35]. Такая трактовка согласуется и с эмпирическим правилом, 
согласно которому холестерин преимущественно взаимодействует с более 
низкоплавким липидом, причём ФХ имеет существенное преимущество перед ФЭ [40]. 

Двухкомпонентное разложение исходного ДСК-пика (см. врезку на рис. 1) 
представлялось наиболее рациональным, поскольку в чистом ДПФХ при данном 
содержании холестерина (~ 20 моль %) «холестерин-обеднённая» фаза практически 
исчезает и остаётся только «холестерин-обогащённая» [42]. Принимая во внимание всё 
вышесказанное, можно отнести широкий пик к липидной фазе «ДПФЭ+Х в ДПФХ», а 
узкий – к фазе «ДПФХ в ДПФЭ». 
 

Действие фенспирида 
Фенспирид во всех исследованных мембранах вызывал примерно одинаковое 

линейное снижение температур фазового перехода с повышением его содержания в 
системе (рис. 2). 

В этом мембранотропное действие фенспирида весьма сходно с влиянием 
циклических соединений (в частности, бифенила) в термотропных жидких кристаллах 
[43], обусловленным нарушением степени упорядоченности молекул матрицы. При этом 
гистерезис во всех типах мембран оставался небольшим (в пределах 1° С). 

Сильное деструктурирующее действие фенспирида обусловлено особенностями его 
химической структуры. Фенспирид – полужёсткая молекула, чуть меньшая по длине, 
чем холестерин (см. табл. 2). Строение полярной части фенспирида даёт основание 
предположить, что он, как и холестерин [44], расположен ниже поверхности мембраны, 
но не достигает её центра. При этом жёсткий бензольный фрагмент молекулы на 
гибкой алкильной цепочке обладает повышенной свободой вращения, которая, в 
сочетании с небольшим значением липофильности, приводит к значительному 
нарушению упаковки липидов. 

а) б) 

 
Рис. 2. Мембранотропное действие фенспирида: изменение температуры плавления (а) и 

предперехода (б) в мембранах ДПФХ (□), ДПФХ-Ц (○) и ДПФХ-ДПФЭ-Х (∆) при нагревании. 
 



34 
О.В. Ващенко, Л.В. Будянская, Н.А. Касян, Л.Н. Лисецкий 

Действие лауриновой кислоты 
Лауриновая кислота (ЛК) обладает противомикробной активностью, в частности, 

против пневмококков и стрептококков, причём наибольшей среди всех насыщенных 
ЖК, что делает её перспективной для использования в медицинских целях [45]. 
Установлено, что антимикробная активность жирных кислот определяется длиной и 
степенью насыщенности их цепей, что позволяет предположить её непосредственную 
связь с мембранотропным действием. 

Действие лауриновой кислоты в мембранах ДПФХ и ДПФХ-Ц типично для всех 
длинноцепочечных жирных кислот в ФХ [46, 47]: повышение температуры фазовых 
переходов. Из рис. 3 видно, что особенно сильно увеличивается температура 
предперехода, тогда как полуширина пика предперехода уменьшается. Интересно, что 
в присутствии цереброзидов форма пика перехода сильно нарушается, что, по всей 
видимости, связано с изменением кинетики формирования Рβ′-фазы [48], а при 
добавлении лауриновой кислоты – восстанавливается до исходного значения (рис. 3, в). 
Таким образом, цереброзиды и лауриновая кислота, являясь компонентами кожного 
покрова [13], взаимно компенсируют действие друг друга, что вполне объяснимо в 
рамках модели [41]. О похожих взаимодействиях сообщается и в работе [44]. 

 
Лауриновая кислота в мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х по-разному влияет на узкий и 

широкий пики (рис. 4). 

  
 

а) б) в) 
Рис. 3. Мембранотропное действие лауриновой кислоты: изменение температур фазовых переходов (а), 
полуширины (б) и асимметрии (в) предперехода в мембранах ДПФХ (□) и ДПФХ-Ц (○) при нагревании. 

 
а) б) в) 

Рис. 4. Влияние лауриновой кислоты на температуру (а), полуширину (б) и энтальпию (в) 
пиков фазовых переходов в мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х: ▲ – широкий пик, Δ – узкий пик. 
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Для узкого пика наблюдается немонотонная концентрационная зависимость Tm
s с 

минимумом при 2 % ЛК, а для широкого пика зависимость Tm
b(c) при тех же концентрациях 

выходит на насыщение. С повышением концентрации ЛК полуширина узкого пика растёт, а 
широкого – уменьшается. При этом энтальпия широкого пика растёт за счёт снижения 
энтальпии узкого пика, тогда как суммарная энтальпия обоих пиков в пределах погрешности 
не меняется. Наблюдаемые изменения свидетельствуют о том, что ЛК встраивается в обе 
липидные фазы, но оказывает на них качественно разное влияние. Поскольку наибольшие 
изменения термодинамических параметров наблюдаются для широкого пика, можно 
предположить, что ЛК лучше встраивается в низкотемпературную фазу липидов, 
обогащённую ФХ. Это согласуется с данными [49] о том, что жирные кислоты имеют 
большее сродство к ФХ по сравнению с ФЭ. 

 
Действие каолина 

Действие каолина на мембраны ДПФХ и ДПФХ-Ц качественно различно. В 
присутствии каолина наблюдается снижение Tm и Tр в мембране ДПФХ и увеличение 
этих параметров в мембране ДПФХ-Ц (рис. 5). При этом полуширина в ДПФХ не 
меняется, в ДПФХ-Ц уменьшается в сторону значений этого параметра для мембраны 
ДПФХ, а гистерезис и асимметрия не меняются в обеих мембранах (данные не 
приведены). Более существенное влияние каолина на Tр указывает на его 
взаимодействие с полярной поверхностью мембран. Известно, что частички каолина 
хорошо адсорбируют ДПФХ на своей поверхности, в результате чего биологическое 
действие каолина существенно изменяется [50-52]. Наблюдаемые различия можно 
объяснить изменением гидратации мембран в результате адсорбции, которая 
повышается для мембраны ДПФХ и снижается для мембраны ДПФХ-Ц. 
 

 
В мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х каолин индуцировал изменения в обеих липидных 

фазах (рис. 6). Температура плавления узкого и широкого пика снижалась в 
присутствии каолина во всём исследованном концентрационном диапазоне, причём 
гораздо больше, чем для мембраны ДПФХ (ΔТm

s = –1,2 °С, ΔТm
b = –1,6 °С, тогда как 

для ДПФХ ΔТm = –0,2 °С). В целом эти изменения согласуются с данной выше 
трактовкой изменения гидратации мембраны при адсорбции на каолине, однако, надо 
учитывать, что гидратация липидных композиций весьма неоднородна [53]. С 
повышением концентрации каолина наблюдался рост ΔНm

b и уменьшение ΔНm
s. 

 

а) б) 
Рис. 5. Мембранотропное действие каолина: сдвиги температур плавления (а) и предперехода (б) в 
мембранах ДПФХ (□) и ДПФХ-Ц (○): сплошная линия – нагревание, пунктирная – охлаждение. 
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Изменения значений полуширины (рис. 6, б) свидетельствует об изменениях 

кооперативности фазового перехода [1], имеющих противоположный характер в 
разных липидных фазах: в низкотемпературной трёхкомпонентной фазе 
кооперативность повышается, тогда как в высокотемпературной – снижается. 
Совокупность наблюдаемых изменений может также свидетельствовать о 
перераспределении липидов между фазами. По всей видимости, холестерин частично 
перераспределяется из низкотемпературной в высокотемпературную фазу. Латеральное 
перераспределение (сортировка) липидов хорошо известна при встраивании в 
мембрану белков [54, 55] и происходит, в частности, по механизму гидрофобного 
соответствия [56]. Латеральная неоднородность липидов в мембране (образующаяся, в 
том числе, и под действием сторонних молекул) приводит к перераспределению 
гидратации липидов и считается одним из ключевых факторов, влияющих на 
стабильность мембраны в целом [57]. Известно и обратное явление: трегалоза 
(высокогидрофильное вещество, локализующееся на поверхности мембраны) 
ограничивает фазовое разделение в липидных смесях с холестерином [20]. Таким 
образом, перераспределение липидов в мембране возможно как в случае встраивания 
сторонней молекулы в бислой, так и в случае адсорбции на поверхности, что и 
наблюдается, по всей видимости, в присутствии каолина. 

 
ВЫВОДЫ 

Показано, что мембранотропное действие (МД) различных веществ может 
существенно различаться при использовании модельных мембран различного 
липидного состава (ДПФХ, ДПФХ-цереброзиды, ДПФХ-ДПФЭ-холестерин). 
Установлено, что фенспирид имеет практически одинаковое МД во всех трёх типах 
мембран. Для лауриновой кислоты МД в ДПФХ и ДПФХ-Ц также качественно 
аналогично; при этом в мембране ДПФХ имеет место компенсация МД лауриновой 
кислоты и цереброзида. Действие лауриновой кислоты в мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х 
оказывается принципиально иным: температуры фазовых переходов немонотонно 
снижаются. МД каолина различно во всех типах мембран. В мембране ДПФХ-Ц 
наблюдается повышение температур переходов, тогда как в ДПФХ – тенденция к их 
снижению. В мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х каолин приводит к заметному снижению 
температур фазовых переходов и перераспределению липидов в двухфазной области. 
Таким образом, показано, что изменение кооперативности и перераспределение 

   
а) б) в) 

 
Рис. 6. Влияние каолина на температуру (а), полуширину (б) и энтальпию (в) 

пиков фазовых переходов в мембране ДПФХ-ДПФЭ-Х: ▲ – широкий пик, Δ – узкий пик. 



 
Мембранотропное действие лауриновой кислоты, фенспирида и каолина… 

37

липидов в мембране может быть вызвано не только процессами встраивания сторонних 
компонентов в объём бислоя, но и их адсорбцией на поверхности мембраны. 
Полученные результаты могут быть полезны при подборе состава модельных мембран 
для исследования МД лекарственных веществ. 
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Background: Drying of biological fluids and saline biopolymer solutions is an actively researched topic, 
since the textures of the films remaining on the substrate after evaporation carry information about the 
state of the organism or biopolymer. Earlier, we have shown that the texture area and the amount of 
zigzag crystallization patterns depend on the structural state of the biopolymer. Models of flows and 
particle redistribution in a round sessile drop have been described by multiple authors, but in our 
experiments the solution completely fills a square cell to its walls, which results in different drying 
conditions and dynamics. 
Objectives: Conducting a numerical simulation of liquid evaporation and the corresponding 
redistribution of BSA and NaCl particles for a square 20×1×20 mm3 cell. 
Materials and methods: Liquid evaporation was simulated in the OpenFOAM continuous media 
modeling package using the interThermalPhaseChangeFoam module, and the redistribution of the particle 
concentrations (BSA, Na+ and Cl–) in the solution was simulated using the method of biased random walk 
on a discrete Cartesian lattice. 
Results: According to the obtained results, for most of the drying time, the flows in the liquid are from 
the corners to the center of the cell and from the diagonals to the walls of the cell, which leads to the 
accumulation of a significant fraction of the particles near the walls. When the liquid-air interface in the 
central part of the cell reaches the bottom, the surface tension forces quickly withdraw the solution to the 
cell walls, although a small amount of liquid can remain as a drop in the center. After complete drying, 
the majority of BSA and NaCl particles that did not settle at the cell walls were found to be concentrated 
at a distance of 1-3 mm from the cell walls, in the form of a rounded band. A small amount of BSA is also 
present in the central part of the cell, while the remainder of the salt is uniformly distributed over the 
entire area of the cell due to its greater diffusivity. 
Conclusions: Taking into account the experimental distributions of textures, these results support the 
hypotheses that textures are not formed in the absence of a biopolymer, and that zigzag patterns are 
formed in locations with high drying rate. 
KEY WORDS: evaporation; modeling; protein; salt; square cell. 

 
МОДЕЛЮВАННЯ ПЕРЕРОЗПОДІЛУ БІЛКА І СОЛІ  

ПРИ ВИСУШУВАННІ РОЗЧИНУ З КВАДРАТНОЇ КЮВЕТИ 
Д.М. Глибицький 

Інститут радіофізики та електроніки ім. О. Я. Усикова НАН України, 
вул. Ак. Проскури 12, м. Харків, 61085, Україна 

 
Актуальність. Висихання біологічних рідин та сольових розчинів біополімерів є активно 
досліджуваною темою, оскільки текстури плівок, що залишаються на підложці після 
випаровування, несуть інформацію про стан організму або біополімера. В наших попередніх 
роботах було показано, що площа текстур та здатність до формування зигзагоподібних патернів 
кристалізації залежать від структурного стану біополімера. Моделювання течій та перерозподілу 
часток для стандартного випадку круглої сидячої краплі проводилося багатьма авторами, але в 
наших експериментах розчин повністю заповнює квадратну кювету до рівня її стінок, що створює 
інші умови випаровування та хід процесу висихання. 
Мета роботи. Провести чисельне моделювання випаровування рідини та викликаного ним руху 
частинок БСА і NaCl для квадратної кювети 20×1×20 мм3. 
Матеріали і методи. Моделювання випаровування рідини здійснювалося у пакеті моделювання 
суцільних середовищ OpenFOAM із застосуванням модулю interThermalPhaseChangeFoam, а 
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перерозподіл концентрацій часток (БСА, Na+ і Cl–) у розчині моделювався методом зміщеного 
випадкового блукання на дискретній Декартовій решітці. 
Результати. Згідно з отриманими результатами, впродовж основного часу сушки течії у рідині 
направлені від кутів до центра кювети та від діагоналей до стінок кювети, що призводить до 
накопичення значної долі частинок біля стінок. Коли поверхня рідини у центральній частині 
кювети торкається дна, сили поверхневого натягу швидко відтягують розчин до стінок кювети, 
хоча невелика кількість рідини може залишитися у центрі у вигляді краплі. Після повного 
висихання, основна кількість частинок БСА і NaCl, що не осіла біля стінок кювети, виявилася 
зосередженою на відстані 1–3 мм від країв кювети у вигляді закругленої смуги. Невелика кількість 
БСА також присутня у центральній частині кювети, тоді як решта солі рівномірно розподілена по 
всій площі кювети завдяки більшій дифузивності. 
Висновки. Беручи до уваги експериментальні розподіли текстур, ці результати свідчать на 
користь гіпотез, що текстури не утворюються за відсутності біополімера, а зигзагоподібні патерни 
формуються у ділянках з високою швидкістю висушування. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: випаровування; моделювання; білок; сіль; квадратна кювета. 
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ПРИ ВЫСУШИВАНИИ РАСТВОРА ИЗ КВАДРАТНОЙ КЮВЕТЫ 
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ул. Ак. Проскуры 12, г. Харьков, 61085, Украина 

 
Актуальность. Высыхание биологических жидкостей и солевых растворов биополимеров – 
активно исследуемая область, так как текстуры пленок, остающиеся на подложке после испарения, 
несут информацию о состоянии организма или биополимера. Ранее нами было показано, что 
площадь текстур и способность к формированию зигзагоподобных паттернов кристаллизации 
зависят от структурного состояния биополимера. Моделирование течений и перераспределения 
частиц для стандартного случая круглой сидячей капли проводилось многими авторами, но в 
наших экспериментах раствор полностью заполняет квадратную кювету до уровня ее стенок, что 
создает другие условия испарения и ход процесса высыхания. 
Цель работы. Провести численное моделирование испарения жидкости и вызванного им 
движения частиц БСА и NaCl для квадратной кюветы 20×1×20 мм3. 
Материалы и методы. Моделирование испарения жидкости выполнялось в пакете 
моделирования сплошных сред OpenFOAM с применением модуля interThermalPhaseChangeFoam, 
а перераспределение концентраций частиц (БСА, Na+ и Cl–) в растворе моделировалось методом 
смещенного случайного блуждания на дискретной Декартовой решетке. 
Результаты. Согласно полученным результатам, в течение основного времени сушки течения в 
жидкости направлены от углов к центру кюветы и от диагоналей к стенкам кюветы, что приводит 
к накоплению значительной доли частиц у стенок. Когда поверхность жидкости в центральной 
части кюветы касается дна, силы поверхностного натяжения быстро оттягивают раствор к стенкам 
кюветы, хотя небольшое количество жидкости может остаться в центре в виде капли. После 
полного высыхания, основное количество частиц БСА и NaCl, которое не осело у стенок кюветы, 
оказалось сосредоточенным на расстоянии 1-3 мм от краев кюветы в виде закругленной полосы. 
Небольшое количество БСА также присутствует в центральной части кюветы, тогда как остаток 
соли равномерно распределен по всей площади кюветы из-за большей диффузивности. 
Выводы. Принимая во внимание экспериментальные распределения текстур, эти результаты 
свидетельствуют в пользу гипотез, что текстуры не образуются при отсутствии биополимера, а 
зигзагоподобные паттерны формируются на участках с высокой скоростью сушки. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: испарение; моделирование; белок; соль; квадратная кювета. 

 
Evaporation of colloidal solutions has promising applications in a number of industries, 

such as medicine [1-3], agriculture [4, 5] and microelectronics [6, 7]. Films obtained as a 
result of the evaporation of biological fluids or saline solutions of biopolymers were 
investigated by various authors [8-14]; in particular, our experiments have shown that the 
structural state of the biopolymer affects the area of visible textures [15] and the number of 
zigzag crystallization patterns on the film [16-18]. 

Mechanisms of drying of colloid-salt solution droplets, as well as mechanisms of pattern 
formation on the resulting films, are an actively studied subject [19-24]. However, instead of 
the standard method of sessile droplet evaporation, we use a flat cell filled with solution to 
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improve reproducibility of the contours and the areas of the obtained films. This changes the 
evaporation conditions and the course of drying compared to the free drop, which does not let 
us draw direct analogies with the existing models of particle redistribution in the drying 
droplet. Due to the fact that the geometry of our cell (square 20x20 mm2 cell with 1 mm high 
walls) cannot be reduced to an axially symmetric 2D case, the theoretical analysis of the 
problem is considerably complicated; therefore, in this study we conducted a numerical 
simulation of fluid evaporation and of the corresponding particle motion for a square cell. 

 
MODEL 

As a first approximation, the following assumptions were made during the simulation: 
1. Available concentrations of protein and salt do not affect the overall course of 

hydrodynamics and evaporation: for most of the drying time, the mass fraction of BSA 
(bovine serum albumin) and NaCl in the solution is very low (about 0.2-2%), so their effect 
on viscosity, thermal conductivity, surface tension, and other physical and chemical properties 
of the solvent can be considered negligible; accordingly, liquid evaporation can be simulated 
separately from particle redistribution. 

2. Inhibition of the Marangoni effect: although in theory the contribution of the 
Marangoni flows must be noticeable in evaporating droplets of pure water, in practice their 
effect is very weak due to residual contamination by surface-active substances [25]. 

3. The effect of contact line pinning is ignored (due to the complexity of modeling this 
phenomenon in the OpenFOAM package). 

4. Absence of particle aggregation: the present concentration of NaCl salt is not large 
enough to completely compensate the charge of BSA, so during the simulation it was 
assumed that protein molecules effectively do not aggregate. 

 
Simulation of fluid evaporation in a square cell 

The simulation of fluid evaporation was performed in the OpenFOAM continuous media 
finite element modeling package. For hydrodynamic problems with two phases this package 
uses a volume-of-fluid method, where the amount of liquid in each spatial element of the 
computational domain is represented by the "volume-of-fluid" quantity  . To model the 
phenomena of mass and heat transport, surface tension and phase transition, the 
interThermalPhaseChangeFoam module [26, 27] was used, which solves the conservation 
equations for mass (using the Poisson equation), momentum (taking into account viscous 
forces, pressure, surface tension and gravity), thermal energy (taking into account the 
convection and heat conduction phenomena) and volume-of-fluid (with corrections to 
compress the interface and counteract numerical diffusion). 
The cells we use for obtaining films have a volume of 20x1x20 mm3. Since the initial volume 
of the solution is 0.5 ml, the height of the liquid can reach 1.3 mm, so an additional 1 mm of 
air above the cell was included in the computational domain. To accelerate the simulation, the 
domain was limited to a rectangular volume of 10x2x10 mm3 along the axes X, Y and Z, 
respectively (Fig. 1), which corresponds to a quarter of the cell. This volume was divided into 
cubic 0.1x0.1x0.1 mm3 finite elements in the form of a three-dimensional grid (100x20x100 
elements along the corresponding axes). 

To assign the boundary conditions, the surface of the computational domain was divided 
into 4 areas: the XY side, the YZ side, the surface below 1 mm ("cell") and the surface above 
1 mm ("air"). The boundary conditions for these areas are given in the Table 1. 
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Table 1. Boundary conditions for the values used in modeling of evaporation. N

  denotes the gradient in 
the direction normal to the boundary surface. The value of the wetting angle was taken from [28], the 

temperature corresponds to the experimental values [16, 17], and the rest of the boundary conditions were 
chosen in accordance with the conventional practices [29] 

 
 "Cell" area "Air" area XY and YZ sides 

Volume-of-fluid   Wetting angle = 36.7° Outside: N
  = 0; 

inside:   = 0 

Symmetry planes 

Enthalpy H  HN
  = 0 HN

  = 0 Symmetry planes 

Difference between static 
and hydraulic pressure 

ghp   

 ghpN    = 0 ghp   = 0 Symmetry planes 

Velocity U


 U


= (0, 0, 0) UN


  = 0 Symmetry planes 

Temperature T  T  = 40 °С T  = 40 °С Symmetry planes 

 
Initial values for the fields H , ghp  , U


 and T  for the whole domain were initialized 

as 0 J, 0 Pa, 0 m/s and 40 °C, respectively. 
In our experiments, it was observed that after expt  = 20 min in the drying chamber, 

0.060±0.003 g of a solution evaporates from the cell, and 0.224±0.003 g after expt  = 80 min. 
Correspondingly, 0.5 ml of a solution completely evaporates in 3 hours on average. 

Due to the simulation taking a lot of time to compute, it was decided to start with 
0.333 ml of water (which corresponds to expt  = 1 hour). Assuming that the nature of the 
currents within the liquid stays the same for most of the drying time, this shouldn't 
significantly affect the final deposition distributions. To account for the liquid meniscus, 
which forms near the cell walls due to surface tension, the field   was initialized using the 
formula (1) 

      1,0,5.0/,maxmin,,  ELyzxhzyx , 

       PMCWCC wzxwhhhzxh 1,/,maxmin, 2/  , 
(1) 

where EL  = 0.1 mm is the size of the finite element, Ch  = 1 mm is the height of the cell walls, 

2/Cw  = 10 mm is the half-width of the cell; the rest of the parameters were chosen empirically 
to approximate the surface of 0.333 ml of liquid: Wh  = 0.75 mm (height of the liquid at the 
cell center), Mw  = 3.5 mm (width of the meniscus), P  = 1/3 (empirical coefficient 
determining the shape of the meniscus). The min() and max() denote the minimum and 
maximum of a set of values, respectively (the same notation is used throughout the paper). 

 

2 mm 

10 mm 10 mm 

 
Fig. 1. The computational domain and the coordinate system used in the calculations. 
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The simulation was performed using the incompressible Newtonian fluid and laminar 
flow approximations, the Brackbill surface tension model [30] and the "Interface Equilibrium 
– No Dilatation" phase change model [26]. The properties of the liquid and gaseous phases 
that were used in the simulation are given in the Table 2. 

 
Table 2. Physical properties of water and its vapor at 40 °C 

 
Kinematic viscosity of water, m2/s 0.658·10–6 [31] 

Density of water, kg/m3 992 [31] 

Thermal conductivity of water, W/(m·K) 0.631 [31] 

Specific heat of water, J/(kg·K) 4178 [31] 

Kinematic viscosity of water vapor, m2/s 20.5·10–6 [31] 

Density of water vapor, kg/m3 0.598 [31] 

Thermal conductivity of water vapor, W/(m·K) 0.025 [31] 

Specific heat of water vapor, J/(kg·K) 2077 [31] 

Surface tension, kg/s2 0.0695 [32] 

Phase change enthalpy, J/kg 2264705 [33] 

 
Since the direction of the phase change (i.e., whether evaporation or condensation takes 

place) in interThermalPhaseChangeFoam [26, 27] is determined by the difference between the 
temperature of the finite element T  and the saturation temperature satT  of the liquid, we had 
to set the saturation temperature lower than the temperature of the cell ( satT  = 10 °C to reduce 
the computational time) and to use a model which did not incorporate formation of vapor 
bubbles. As a result, the rate of evaporation in the simulation was 2-3 orders of magnitude 
higher than in the experiment; however, the qualitative nature of the obtained currents can 
still be useful as a first approximation in particle redistribution modeling. In order to correlate 
the simulation results with the experiment, simulation time simt  was matched to the 
"experimental time" expt  based on the volume of water remaining in the cell (2): 

 







 

kji

E
total kji

V
Vtt

,,0
exp ,,41  , (2) 

where the total drying time totalt  = 10800 s, the volume of the finite element EV  = 10–12 m3, 
the initial volume of the solution 0V  = 5·10–7 m3, ),,( kji  is the three-dimensional index of 
the corresponding finite element. In the simulation of particle redistribution, velocity values 
U


 were also scaled accordingly. 
 

Modeling of redistribution of colloidal particles and dissolved salt 
To simulate the particle redistribution in the solution, biased random walk on a discrete 

Cartesian lattice (with cubical elements) was used, where the probability of particle 
movement between adjacent lattice cells depends on the vector of fluid velocity (the details 
are laid out in the "Calculation of the probability of particle motion" section). The same 
number of elements (100x20x100) was used as the size of the discrete lattice. BSA and salt 
concentrations were initialized as evenly distributed over the volume of the liquid; assuming 
that the nature of the currents within the liquid stays the same for most of the drying time, this 
shouldn't significantly affect the final deposition distributions. 
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The algorithm for simulating particle motion was based on the ideas described in [34, 
35]. The overall structure of the algorithm is depicted in Fig. 2. 

 

 

Fig. 2. Block diagram of the algorithm for simulation of particle redistribution. 

 
During the simulation, BSA molecules and dissolved salt ions (Na+, Cl–) were considered 

separate types of particles. Initial concentrations and physical parameters of these particles are 
shown in Table. 3 

 
Table 3. Parameters of particles used in calculations. For BSA, pr  was taken from [36], pV  from [37], 

pm  from [38]. For Na+ and Cl–, pr  was taken from [39], pV  was calculated as the volume of spheres of Van 

der Waals radius [40], and pm  was taken from [41] 

Parameter BSA Na+ Cl– 
Concentration 0C , mol/m3 7.5·10–3 20 20 

Stokes radius pr , m 4·10–9 1.84·10–10 1.21·10–10 

Volume pV , m3 8.09·10–26 4.90·10–29 2.24·10–29 

Mass pm , kg 1.10·10–22 3.82·10–26 5.89·10–26 

 
Interpolation of the U, h, α fields at time t 

The fields of velocities tU


 and volume-of-fluid t  at a time t were obtained by linear 
interpolation of snapshots (3-5), which were recorded at regular intervals during the 
simulation of fluid evaporation. Since water-air interface can move more than one lattice cell 
per snapshot, interpolation of the field   was not performed directly. Instead, a height-map 

nh  was constructed for each n  snapshot, and the field t  at time t was calculated from the 
interpolated height-map th  (5): 

Interpolation of the U, h, α fields at time t 

Calculation of the simulation step Δt 

Calculation of volume fraction and  
diffusion coefficient of the particles 

 

Calculation of the probability of particle motion 

Redistribution of particle concentrations 

Next simulation step t = t + Δt 

At time t 

If t ≥ tend 

If t < tend 

Initialization of particle concentration distribution 

Plotting particle concentration distributions 
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       zyxUzyxUzyxU nnt ,,,,1,, 1


 , (3) 

       zxhzxhzxh nnt ,,1, 1  , (4) 

      1,0,5.0/,maxmin,,  Ett Lyzxhzyx , (5) 

where nU


, nh  are snapshots of the velocity field and the height-map at the time nt , the 
interpolation coefficient )/()( 1 nnn tttt   , the size of the finite element EL  = 0.1 mm. 

 
Calculation of the simulation step Δt 

The simulation of motion of colloidal particles was performed using the expt  time scale 
(i.e. it started at expt  = 1 hour and ended at expt  = 3 hours) and a variable time step. 

To ensure the correctness of the calculations, the duration of the simulation step t  must 
be such that the distance traveled by any particle during the step is not larger than the linear 
size of the lattice element EL : 

ELUt  max , (6) 

where maxU  is the maximum projection of velocity in this simulation step 

        kjiUkjiUkjiUkjiU zyx ,,,,,,,,max,,max  , 

  kji NkNjNikjiUU ,...,1;,...,1;,...,1:,,max maxmax  . 
(7) 

It was decided to limit the maximal particle distance per step to 1/3 of lattice element 
size, as a compromise between the simulation fidelity and the time spent on computation. 
Correspondingly, 

max3
1

U
Lt E . (8) 

 
Calculation of volume fraction and diffusion coefficient of the particles 

Each element of the lattice may contain colloidal particles (BSA) and ions of dissolved 
salt (Na+, Cl–). In contrast to the papers [34, 35], the number of particles in this case is too 
large for them to be modeled individually. Thus particle movement was simulated as the 
redistribution of the amount of substance between the adjacent lattice elements. 

If we consider colloidal (BSA) and dissolved (Na+, Cl–) particles to be solid spheres, their 
amount in the lattice element is limited by the condition 

  max,,  kjitotal . (9) 

where  kjitotal ,,  is the total volume fraction in the lattice element ),,( kji , max  is the 
maximum packing fraction. When total  approaches max , the particles within the element 
(BSA, Na+, Cl–) are packed so densely that their movement becomes virtually impossible. 

The total volume fraction is the sum of volume fractions  kjip ,,  of each type of 
particle p  

   
p

ptotal kjikji ,,,,  . (10) 

 kjip ,, , in turn, is calculated as 
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    EpApp VVNkjinkji /,,,,  , (11) 

where  kjinp ,,  is the amount of substance of particles of type p  in the corresponding lattice 
element, AN  is the Avogadro number, pV  is the volume of a particle of type p , EV  is the 
volume of the lattice element. 

The value of max  is determined by the packing geometry, which depends on the shape 
and size distribution of the particles, but not on the particle size. For solid spheres, the 
theoretical value is usually taken max  = 0.64 [42], which corresponds to random close 
packing. However, according to the experimental studies of solid sphere dispersions [43, 44], 
molecular mobility disappears when the volume fraction reaches the value of colloidal glass 
transition g  [43, 44]. For monodisperse solid spheres g  = 0.58 [45, 46]. 

Our system is polydisperse (BSA, Na+ and Cl– particles have different size), so max  of 
each lattice element will depend on its content. Since max  estimation formula appears to only 
exist for the bi-disperse case in the published literature [47], here we use it under the 
assumption that Na+ and Cl– can be reasonably treated as one species (compared to BSA): 
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max

max
max ,
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 , (12) 

)/( smalllargelargew   , (13) 

where monomax  is the maximum packing fraction of a monodisperse system ( g  in this case), 

large  is the volume fraction of large particles, small  is the volume fraction of small particles. 
Freedom of particle movement in a lattice element ),,( kji  can be characterized as 

   
max

,,1,,


 kjikji total . (14) 

This value modulates the number of particles that can move between the lattice elements 
in a single simulation step, and is also used in the Krieger and Dougherty's semi-empirical 
formula [48] for calculating local viscosity of the dispersion: 

    max

max

,,1,,


















kjikji total
F , (15) 

where F  is the dynamic viscosity of the liquid. 
In addition to fluid advection, the particles can also move between lattice elements due to 

diffusion. The diffusion coefficient pD  for a spherical particle p  can be estimated from the 
Stokes-Einstein equation: 

    p

B
p rkji

TkkjiD





,,6
,,


, (16) 

where Bk  is the Boltzmann constant, T  is the temperature, pr  is the Stokes particle radius. 
 

Calculation of the probability of particle motion 
When simulating random walk on a grid, during one simulation step a single particle 

may, with a certain probability P , move into one of the neighboring lattice elements or stay 
in place (mutually exclusive events). In the case of a large number of particles, these 
probabilities can be considered proportional to the amount of substance n  that has moved in 
the corresponding direction: 
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   kjikjiP

kjin
kjikjin


 ,,,,,

,,
,,,,, , (17) 

where  kjin ,,  is the amount of substance in a lattice element with a three-dimensional index 
),,( kji , and }1,0,1{,,  kji  denote the direction of particle movement. 

For biased random walk, particle movement along the direction of the flow should be 
more likely than the movement in the opposite direction. Three methods for calculating the 
corresponding probabilities were considered. 

 
Particle motion probability calculation: method 1 

The first method was described in [34], where the probabilities of particle movement 
depended only on the velocity field: 
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 zzyyxxw PPPPPPP  1 , 

(18) 

where xP , xP , yP , yP , zP , zP  are the probabilities of movement in the direction of the 
corresponding axes, wP  is the probability of the particle staying in place, N  = 3 is the 
dimensionality of space, xU , yU , zU  are the components of the velocity field vector at a 
given point, maxU  is the maximum projection of velocity in this simulation step. 

To take into account the duration of the simulation step, the probabilities of transitions 
were calculated in the following way: 
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zzyyxxsum PPPPPPP   , 
   1,max/0,0,1,,, sumx PPkjiP  , 
   1,max/0,1,0,,, sumy PPkjiP  , 
   1,max/1,0,0,,, sumz PPkjiP  , 
   1,min10,0,0,,, sumPkjiP  , 

(19) 

where t  is the simulation step duration, EL  is the size of the lattice element. 
 

Particle motion probability calculation: method 2 
The idea of the second method was taken from the paper [35], according to which the 

probability of particle movement between lattice elements is proportional to the Boltzmann 
distribution: 
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 TkEP BSS /exp  , (20) 

where SP  is the probability of finding a particle in the state S , SE  is the energy of state S , 

Bk  is the Boltzmann constant, T  is the temperature, exp() is the exponential function. 
In this case, the SE  corresponds to the work that a particle must perform against the 

Stokes' drag to move to a certain distance in a given direction: 

  )(6 vUrvE pS

  , (21) 

where U


 is the vector of liquid velocity at a given point, v  is the direction vector along 
which the particle may move during the simulation step t  

 Utv ijk


  , (22) 

where ijk  is the unit vector in the direction of the neighboring lattice element (or a zero 
vector in the case of the particle remaining in place). 

Combining the equations (20-22), we obtain 
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(23) 

where xP , xP , yP , yP , zP , zP  are the probabilities of movement in the direction of the 
corresponding axes, wP  is the probability of the particle staying in place, xU , yU , zU  are the 
components of the velocity field vector at a given point, pD  is the diffusion coefficient at a 
given point, C  is an arbitrary constant. Accordingly, 

wzzyyxxsum PPPPPPPP   , 
  sumx PPkjiP /0,0,1,,,  , 
  sumy PPkjiP /0,1,0,,,  , 
  sumz PPkjiP /1,0,0,,,  , 
  sumw PPkjiP /0,0,0,,,  . 

(24) 

 
Particle motion probability calculation: method 3 

In the third method of probability calculation, a simplified geometric interpretation of 
particle motion was used (Fig. 3). Assuming that at a time t  the particles uniformly fill the 
volume 3

EE LV   of the ),,( kji  element, and during the simulation step t  their movement 
consists of translation along the fluid velocity vector )( Ut


  and random Brownian 

displacement (up to a distance tDp6 ), then at the moment tt   these particles will 
approximately occupy the cubic volume 'V  
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 362' tDLV pE  , (25) 

which will partially intersect with several lattice elements. 
 

 
Fig. 3. Schematic illustration of particle motion in the third method of probability calculation. 

 
Accordingly, the probability of particles to remain in the element ),,( kji  or to move to a 

neighboring lattice element will be proportional to the volume of the intersection of the cube 
'V  with the volume of the corresponding cubic element: 

  tDUtiLB pxEx  6,5.0max , 

  tDUtjLB pyEy  6,5.0max , 

  tDUtkLB pzEz  6,5.0max , 

 0,max xxx BBL   , 
 0,max yyy BBL   , 
 0,max zzz BBL   , 

 
'

,,,,,
V

LLL
kjikjiP zyx 
 . 

(26) 

 
Additional rules for calculating probabilities and redistribution of concentrations 
The following additional rules were also used in the modeling of particle redistribution. 
In the case when a lattice element contains no water ( ),,( kji  = 0), the particles of this 

element are only allowed to move vertically down (or remain in place, if j  = 0). It simulates 
the effect of gravity and prevents the movement of particles in completely dried regions. 

On the boundaries of the computational domain, particle motion is limited by the 
corresponding boundary conditions (motion beyond the cell walls and the cell bottom is 
prohibited, and is reflected at the symmetry planes). Other types of particle interaction with 
the cell walls and bottom (e.g. sticking to the surface) were not modeled in this study. 

Since particles can not move beyond the liquid-air boundary and should be less likely to 
move to densely packed lattice elements, the motion in the direction of the neighboring 
elements is also limited as follows: 

   
    kkjjiikjikjiP

kkjjiikjikjiP



,,,,,,,,min

,,,,,,,'


, (27) 

where   is the amount of fluid in the element,   is the degree of mobility (14). 

(i, j, k) (i+1, j, k) 

(i, j+1, k) (i+1, j+1, k) 

tDp6  

Ut
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After applying these rules, the probability sum can be less than one, so the probability of 
particles remaining in the element ),,( kji  is recalculated as 

       0,0,0,,,,,,,,'10,0,0,,,'  
  

kjikjikjiPkjiP
i j k

. (28) 

In the absence of an external electric field, the concentrations of Na+ and Cl– ions, 
averaged over the volume of the cubic lattice element, can always be considered the same, so 
during the simulation, the redistribution of Na+ and Cl– particles between the lattice elements 
was synchronized. 

To prevent accumulation of rounding errors, at the end of each simulation step the 
amount of substance of BSA, Na+ and Cl– in the lattice elements was normalized to maintain 
the total number of the corresponding particles. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 

The course of liquid evaporation, obtained as a result of numerical simulation, is shown 
in Fig. 4-7. Until the surface of the liquid reached the bottom of the cell, the convective flows 
in the solution exhibit the character illustrated in Fig. 4: a diagonal flow from the corner to the 
center of the cell, as well as the circulation between the diagonal and the cell walls (spiraling 
toward the cell corner). 

 

 
 

Fig. 4. Flow directions at the time expt  = 1 hour 13 min. Solid arrows denote the currents along the cell bottom, 
and dotted arrows denote the currents along the surface of the liquid. 

 
 
As the evaporation progresses, the flow becomes more chaotic (Fig. 5a), but its general 

character is maintained almost up to 2/3 of the total drying time (Fig. 5b). 
 

 
(a) 

 
(b) 

Fig. 5. Flow directions at the time (a) expt  = 1 hour 36 min, (b) expt  = 1 hour 53 min. 
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When the liquid-air interface at a certain point reaches the cell bottom (Fig. 6a), the 
surface tension forces quickly withdraw the solution to the cell walls, although a small 
amount of liquid can remain as a drop in the center (Fig. 6b). 

 

 
(a) 

 
(b) 

Fig. 6. Formation of a "hole" in the liquid surface (a), expt  = 1 hour 54 min; 

the central part of the cell is left without liquid, except for a drop in the middle (b), expt  = 1 hour 56 min. 

 
 
After this, the flows stabilize, resulting in a circulation between the cell bottom, the cell 

walls and the surface of the liquid (Fig. 7a), and the rest of the time the liquid dries toward the 
cell walls (Fig. 7b). 

 

 
(a) 

 
(b) 

Fig. 7. Flow directions and fluid profile at the time (a) expt  = 2 hours 19 min, (b) expt  = 2 hours 42 min. 

 
 
The distribution of protein and salt concentrations for the first method of probability 

calculation is shown in Fig. 8 (a, b), respectively. Since the probability of particle movement 
in this method depends only on the fluid velocity field, the resulting BSA and NaCl 
distributions are the same. At distances < 1 mm from the cell walls, there is an increased 
concentration of particles; at a distance of 1-3 mm from the walls (where the solution recedes 
after the "hole" is formed in the liquid surface), the distribution is slightly smaller and uneven; 
at a distance of 3-7 mm (the central part that quickly lost all the liquid) the distribution is 
relatively homogenous; finally, there is a diagonal strip of slightly lower concentration, which 
likely reflects the nature of the diagonal currents. 
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(a) 

 
(b) 

Fig. 8. Distribution of BSA (a) and NaCl (b) for the 1st method of probability calculation. 
Cell center is in the bottom left corner of the image. 

 
The second (Fig. 9) and the third (Fig. 10) probability calculation methods take into 

account particle diffusivity, therefore they give slightly different and substantially less 
uniform distributions for protein and salt. Except for a few points at the cell walls with 
excessive concentration of particles, BSA and NaCl are mainly concentrated in a rounded 
band that is located at a distance of 1-3 mm from the cell walls. Unlike protein (Fig. 9a, 10a), 
a notable amount of salt is also uniformly present outside of this band (Fig. 9b, 10b), due to 
greater diffusivity of NaCl particles. 

 

 
(a) 

 
(b) 

Fig. 9. Distribution of BSA (a) and NaCl (b) for the 2nd method of probability calculation. 
Cell center is in the bottom left corner of the image. 

 

 
(a) 

 
(b) 

Fig. 10. Distribution of BSA (a) and NaCl (b) for the 3rd method of probability calculation. 
Cell center is in the bottom left corner of the image. 

 

1–3 mm band 
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These results indicate that the weakness of method 1 (not accounting for particle 
diffusivity) is much more severe than the weakness of method 2 (exponential dependence of 
particle motion probability on the fluid velocity). Since method 3 lacks these disadvantages, 
we expect the results obtained with it to be the most accurate among the three. 

Finally, comparing the results of the simulation with the experimental distributions of 
textures on films (Fig. 11a, 11b), and zigzag patterns (Z-patterns) in particular (Fig. 12b), the 
following observations can be made: 

1. Textures stop forming at a distance of 1-1.5 mm from the cell edges, which 
approximately corresponds to the boundary of the 1-3 mm band in Fig. 9 and Fig. 10. Since 
pure salt solutions (without biopolymer) do not create textures [16], the simulation results 
suggest that very low BSA concentration between the 1-3 mm band and the cell walls is a 
likely reason for why textures do not cover the whole area of the cell. 

2. Z-patterns (Fig. 12a) are concentrated approximately at the same distance from the cell 
edges as the distance to which the simulated liquid retreats after the "hole in water" is formed. 
Z-patterns are also practically absent in a small central part of the cell, which approximately 
corresponds to the droplet that separated from the main body of liquid (Fig. 12c). This 
suggests that rapid drying is one of the main prerequisites for the formation of Z-patterns. 

 

 
(a) 

 
(b) 

Fig. 11. Texture density distribution on the films of (a) BSA + NaCl and (b) HSA + NaCl. 
Cell center is in the bottom left corner of the image. 

 
 

 
(a)  

(b) 
 

(c) 
Fig. 12. (a) An example of zigzag patterns; (b) normalized interpolated distribution of zigzag pattern density on 
BSA + NaCl films (symmetric averaging of 19 films [16-18]); (c) height-map of the liquid surface at the time 

expt  = 1 hour 56 min 35 s. Cell center in (b) and (c) is in the bottom left corner of the image. 

 
CONCLUSIONS 

Thus, the distributions of BSA and NaCl, obtained via a simulation of solution drying in 
a square cell, approximately correspond to the experimental texture distributions on the cell 
surface. The results support the hypotheses that the area of the textures depends on the local 
biopolymer concentration, and that zigzag patterns are formed in locations with high drying 
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rate. In the future, we intend to combine fluid dynamics and particle motion and account for 
additional phenomena to improve the accuracy of the model. 
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Актуальность. Микросферы, полученные из полимеров, как природного, так и синтетического 
происхождения, нашли применение в химико-фармацевтической отрасли, пищевой 
промышленности и в сельском хозяйстве. Несмотря на это в настоящее время активно 
развиваются различные методы их получения. Основными требованиями, предъявляемыми к 
способу получения микросфер, является: низкая себестоимость, гомогенность получаемого 
продукта, мягкие условия получения. Одним из перспективных методов получения микросфер, 
который соответствует заявленным требованиям, является метод электрораспыления. В настоящее 
время проведено большое количество исследований, связанных с изучением влияния 
неоднородного электрического поля на размеры микросфер из полимерных материалов, в то же 
время практически отсутствуют работы, посвященные изучению влияния однородного 
электрического поля на их размеры. 
Цель работы. Целью данного исследования являлось изучение влияния однородности 
электростатического поля, на размер микросфер из альгината натрия, полученных методом 
электрораспыления. 
Материалы и методы. Микросферы альгината натрия получали методом электрораспыления, при 
условии однородности электростатического поля, образованного между контактами установки. В 
работе использовали альгинат натрия низкой вязкости (15·10-3–25·10-3 Па·с). В качестве источника 
двухвалентных катионов Ca2+ использовали водный 2% раствор CaCl2. Размер микросфер 
оценивали на конфокальном микроскопе AxioObzerver Z1 (Carl Zeiss, Германия). 
Результаты. В ходе проведенного исследования были выявлены основные параметры 
экспериментальной установки, влияющие на размер получаемых микросфер. К ним относятся 
величина напряжения, приложенного к пластинам, задающим форму поля, расстояние между 
пластинами и скорость подачи полимера. К наиболее значимым параметрам можно отнести 
величину приложенного напряжения, так как именно изменение этой величины приводило к 
наибольшему изменению размера альгинатных микросфер. 
Выводы. При использовании однородного электростатического поля можно получить 
микросферы альгината натрия диаметром от 900±5 мкм до 2071±15 мкм с сохранением 
сферической формы частиц. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: альгинат натрия; микросферы; метод электрораспыления; метод 
получения микросфер. 
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Background: Microspheres obtained from polymers, both natural and synthetic origin, have found 
application in chemical-pharmaceutical, food industries and in agriculture. Despite this, various methods 
of obtaining them are actively developing. The main requirements for the preparation of microspheres are 
low cost, homogeneity of the end product, mild conditions of their obtaining. One of the promising 
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methods to produce the microspheres, which meets the stated requirements, is the electrospray method. 
At the present time, a large number of studies have been carried out to study the effect of an 
inhomogeneous electric field on the dimensions of microspheres from polymeric materials, while at the 
same time there are practically no published reports devoted to the investigation of the influence of a 
homogeneous electric field on their dimensions.  
Objectives: The purpose of this study was the investigation of the influence of the electrostatic field 
uniformity on the size of the sodium alginate microspheres obtained by means of electrospray. 
Materials and methods: The sodium alginate microspheres were prepared by the electrospray method, 
on the condition of homogeneity of electrostatic field formed between the contacts of the device. Sodium 
alginate of low viscosity (15·10-3–25·10-3 Pa·s) was used in the work. As a gel solution, a 2% solution of 
CaCl2 was used. The sizes of the microspheres were evaluated with a confocal microscope AxioObzerver 
Z1 (Carl Zeiss, Germany). 
Results: During the study, there were revealed the main parameters of the experimental setup, which 
affected the sizes of the obtained microspheres. These include the magnitude of the voltage applied to the 
plates determining the shape of the field, the distance between the plates, and the rate of the polymer 
supplying. The most important parameters comprise the magnitude of the applied voltage since it was the 
change in this value that led to the largest change in the sizes of the alginate microspheres. 
Conclusions: Upon using the uniform electrostatic field it is possible to obtain the sodium alginate 
microspheres with a diameter from 900±5 μm to 2071±15 μm, on the condition of maintaining the 
spherical shape of the particles. 
KEY WORDS: sodium alginate; microspheres; electrospray method; method of obtaining microspheres. 
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Актуальність. Мікросфери, отримані з полімерів, як природного, так і синтетичного походження, 
знайшли застосування у хіміко-фармацевтичній галузі, харчовій промисловості та у сільському 
господарстві. Незважаючи на це в даний час активно розвиваються різні методи їх отримання. 
Основними вимогами, що пред'являються до способу отримання мікросфер, є: низька собівартість, 
гомогенність одержуваного продукту, м'які умови отримання. Одним з перспективних методів 
отримання мікросфер, який відповідає заявленим вимогам, є метод електророзпилювання. Нині 
проведено велику кількість досліджень, пов'язаних з вивченням впливу неоднорідного 
електричного поля на розмір мікросфер з полімерних матеріалів, в той же час практично відсутні 
роботи, присвячені вивченню впливу однорідного електричного поля на їх розміри. 
Мета роботи. Метою даного дослідження було вивчення впливу однорідності електростатичного 
поля на розмір мікросфер альгінату натрію, отриманих методом електророзпилювання. 
Матеріали та методи. Мікросфери альгінату натрію отримували методом електророзпилювання 
за умови однорідності електростатичного поля, утвореного між контактами експериментальної 
установки. У роботі використовували альгінат натрію низькою в'язкості (15·10-3–25·10-3 Па·с). Як 
гелюючий розчин був використаний розчин CaCl2 2% концентрації. Розмір мікросфер оцінювали 
на конфокальному мікроскопі AxioObzerver Z1 (CarlZeiss, Німеччина). 
Результати. В ході проведеного дослідження були виявлені основні параметри експериментальної 
установки, що впливають на розмір отримуваних мікросфер. До них відносяться: величина 
прикладеної напруги до пластин, що задають форму поля, відстань між пластинами і швидкість 
подачі полімеру. До найбільш значимих параметрів можна віднести величину прикладеної 
напруги, так як саме зміна цієї величини викликала найбільшу зміну розміру альгінатних 
мікросфер. 
Висновки. При використанні однорідного електростатичного поля можливо отримати мікросфери 
альгінату натрію діаметром від 900±5 мкм до 2071±15 мкм за умови збереження сферичної форми 
частинок. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: альгінат натрію; мікросфери; метод електророзпилювання; метод отримання 
мікросфер. 
 
На сегодняшний день разработано множество методов получения микро- и 

наночастиц на основе полимеров животного [1-7] и растительного [8-9] 
происхождения. Одним из таких методов является метод электрораспыления, или 
формирование микросфер под воздействием электростатического потенциала [10-11]. 
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Основными достоинствами данного метода, по сравнению с остальными, является 
возможность получения однородных по размеру микросфер в широком диапазоне – от 
50 мкм до 1 мм [8].  

За счет варьирования таких параметров, как концентрация полимера, скорость его 
подачи, величина приложенного напряжения можно регулировать размеры получаемых 
микросфер. Помимо этого в данном методе не используются токсические растворители 
или вещества, способные повредить биологические объекты.  

Благодаря перечисленным выше достоинствам данный метод получил широкое 
распространение в пищевой промышленности [12], биотехнологии [13], медицине [14] 
и фармакологии [15]. 

Одним из полимеров, которые применяют для создания микро- и наноносителей 
является альгинат натрия [8, 16]. Он представляет собой линейный отрицательно-
заряженный полисахарид, состоящий из последовательных или чередующихся 
GG/GM/MM-блоков 1-4-связанных остатков β-D-маннуроновой (М) и α-L-гулуроновой 
(G) кислот [17]. Альгинат натрия получают из бурых водорослей (Phaeophyceae), 
включая Laminaria hyperborea, Laminari adigitata, Laminaria japonica, Ascophyllum 
nodosum, Macrocystis pyrifera [18] и бактерий рода Azotobacter и Pseudomonas [19]. 
Альгинат натрия может образовывать связи с двухвалентными катионами Ca2+, Br2+ или 
Sr2+, формируя при этом пористый гидрогель за счет образования поперечных связей 
GG/GM-блоков (GG-GG; GM-GG; GM-GM) между собой [20]. Подобный тип 
сформированных структур в литературе получил название «egg-box model» [21]. 

Также альгинат натрия является биосовместимым, нетоксичным полимером 
природного происхождения с низкой стоимостью производства [22]. Благодаря чему 
микросферы, полученные из этого полимера, нашли свое применение в области 
биосепарации, клеточной и молекулярной биологии, иммунологии, энзимологии и 
диагностике. Они успешно применяются в качестве биореакторов [23], матриц для 
инкапсуляции различных типов клеток [24], для направленной доставки лекарств с 
контролируемым высвобождением [25]. 

Целью данного исследования являлось изучение влияния однородности 
электростатического поля на размер микросфер из альгината натрия, получаемых 
методом электрораспыления. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Для экспериментального исследования влияния однородности электростатического 
поля на размер микросфер полимера, получаемых методом электрораспыления, была 
изготовлена описанная ниже установка. Экспериментальная установка состоит из 
следующих основных систем (рис. 1): системы дозирования полимера, системы приема 
микросфер, системы формирования высокого напряжения и системы распыления 
полимера. 

Система дозирования полимера представляет собой шприцевой насос, состоящий 
из камеры нагнетания (в качестве которой используется одноразовые инъекционные 
шприцы различного объёма: от 1 мл до 20 мл); шагового двигателя Mitsumi M49SP-1 
(Япония) и узла винтовой передачи толкающего усилия к поршню шприца. 

Система дозирования обеспечивает равномерную подачу полимера с 
фиксированной скоростью в диапазоне от 0,1 мл/ч до 150 мл/ч. 

Система приема микросфер включает в себя емкость с гелирующим раствором и 
магнитную мешалку. 

Система формирования высокого напряжения собрана из источника высокого 
напряжения, регулируемого блока питания Б5-44 (Украина) и вольтметра 
универсального В7-16А (Украина). 
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Источник высокого напряжения обеспечивает на выходе постоянное напряжение 
от 4 до 12 кВ и представляет собой блокинг-генератор, в схеме которого (рис. 2) 
использован специально изготовленный высоковольтный трансформатор на 
ферритовом сердечнике. 

Рис. 1. Блок схема установки.1 − камера нагнетания шприцевого насоса; 
2 − винтовая передача; 3 − шаговый двигатель Mitsumi M49SP-1 (Япония); 

4 − металлические пластины; 5 – капиллярная металлическая трубка (dвнутр.=260 мкм); 
6 − емкость с гелирующим раствором; 7 –магнитная мешалка; 8 − диэлектрическая стойка; 

9 − регулируемый блок питания Б5-44 (Украина); 10 − источник высокого напряжения; 
11 – вольтметр универсальный В7-16А (Украина). 

 
Нужная величина высокого напряжения устанавливается путем изменения 

напряжения на выходе регулируемого блока питания Б5-44 (Украина), в пределах от 2 
до 12 В. Максимальный выходной ток блока питания выставляется 1 А. 

Для измерения выходного напряжения используется вольтметр универсальный В7-
16А (Украина). Контроль выходного напряжения осуществляется путем измерения 
напряжения на дополнительной обмотке высоковольтного трансформатора, после чего 
измеренное значение напряжения умножается на поправочный коэффициент, 
зависящий от отношения количества витков высоковольтной обмотки к количеству 
витков дополнительной обмотки (400) для получения значения напряжения на выходе 
источника высокого напряжения. 

Это позволяет контролировать выходное напряжение без использования 
киловольтметра. 

Система распыления состоит из двух горизонтальных металлических пластин, на 
которые подается высокое напряжение; капиллярной металлической трубки 
(dвнутр.=260 мкм), подающей поступающий из системы дозирования раствор в зону 
распыления, и специальной диэлектрической стойки (рис. 3, а), на которой закреплены 
обе пластины: нижняя — неподвижно, а верхняя укреплена на платформе, 
перемещаемой по вертикали подъёмным механизмом, позволяющим регулировать 
расстояние между пластинами с высокой точностью. 

Платформа для крепления одной из металлических пластин оснащена зажимом 
типа «луер-лок», что позволяет использовать стандартные иглы от одноразовых 
инъекционных шприцов. 

Форма электростатического поля задается при помощи двух металлических 
пластин, расположенных параллельно друг относительно друга (рис. 3, б). Линейные 
размеры и форму пластин подбирали так, чтобы на практике можно было получить 
однородное электрическое поле в рабочей области. 
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Рис. 2. Электрическая схема источника высокого напряжения. 
 

 
Рис. 3. Диэлектрическая стойка: 

а – 3D модель стойки: 1 – платформа для крепления металлической пластины и иглы; 
2 – подъёмный механизм; 3 – зажим типа «луер-лок». 

 б − силовые линии поля, образованного между двумя металлическими пластинами: 
1,2 – верхняя и нижняя металлические пластины, задающие форму поля. 

с – магнитная мешалка: 1 – неодимовые магниты; 2 − насадка на вал шагового двигателя; 
3 – шаговый двигатель Mitsumi M49SP-1 (Япония). 

 
Исходя из наших расчетов, с достаточной степенью приближения мы можем 

считать электрическое поле, образованное в сегменте Q, однородным. Тем самым 
исключить влияние краевых эффектов поля, образованных на краях формозадающих 
пластин. 

Все части установки служат для оптимизации процесса получения полимерных 
микросфер. Применение данной установки минимизирует влияние оператора на 
процесс получения микросфер и обеспечивает получение воспроизводимого и точного 
результата, а также позволяет получать микросферы различного диаметра. При этом 
процесс получения микросфер может быть реализован в стерильных условиях. 

В качестве полимера в работе использовали альгинат натрия низкой вязкости 
(15·10-3 – 25·10-3 Па·с) производства Sigma-Aldrich (Великобритания). Для 
сополимеризации блоков альгината натрия использовался водный раствор СаCl2 2% 
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концентрации [20]. Микрокапсулы находились в растворе СаCl2 в течение 1-го часа, 
после чего проводились микроскопические исследования.  

Оценку формы и распределения микросфер из альгината натрия по размеру 
проводили при помощи конфокального микроскопа AxioObzerver Z1 (Carl Zeiss, 
Германия). Обработку полученных изображений проводили в программе Zeiss LSM 
Image Examiner версии 4.2.0.121. 

Результаты приведены как среднее значение ± стандартная ошибка. 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Было установлено, что размер и форма получаемых альгинатных носителей зависят 

от нескольких параметров, таких как: расстояние между пластинами, задающими 
электростатическое поле – h; диаметр капиллярной металлической трубки; величина 
напряжения U и как следствие, напряжённость электростатического поля E, 
создаваемого между контактами; скорость подачи полимера V, а также его 
концентрация. В данной работе была проведена серия экспериментов для определения 
влияния каждого из параметров на размер и форму получаемых микросфер. Для этого 
последовательно изменяли только один из исследуемых параметров, в то время как 
остальные оставались неизменными. 

При свободном падении капель альгината в емкость с гелирующим раствором 
формируются крупные сферы, диаметр которых достигает 2199±7 мкм (рис. 4, 5.). 
Приложение незначительного напряжения приводит к облегчению отрыва капель 
альгината от кончика иглы и позволяет уменьшить их размер до 2015±18 мкм. При 
этом не наблюдалось формирования конуса распыления, а только увеличивалась 
частота отрыва капель от кончика иглы. Данный эффект вызван изменением величины 
коэффициента поверхностного натяжения альгината натрия под воздействием 
электрического напряжения [10]. 

 

 
Рис. 4.Фотографии микросфер из альгината натрия. 

Параметры установки: h=30 мм: V=10 мл/ч, Салг.=2%. а – U=2,25 кВ; б – U=4,24 кВ; с – U=6,33 кВ. 
 

Последующее увеличение напряжения, подаваемого на металлические пластины 
(рис. 3 б), не привело к формированию конуса распыления, а только вызвало 
уменьшение размера микросфер. Это косвенно подтверждает наше предположение об 
однородности поля в рабочей области Q (рис. 3 б). 

В ходе эксперимента наблюдалась прямая корреляция между величиной 
приложенного напряжения и размером микросфер. 

Как видно из приведённых графиков, снижение концентрации альгината натрия на 
0,2% практически не влияет на размер получаемых микросфер. Что свидетельствует о 
том, что небольшие колебания концентрации практически не приводят к изменению 
размера получаемых микросфер. 
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Рис. 5. Влияние приложенного напряжения на размер микросфер из альгината натрия. 
Параметры установки: h=30 мм: V=10 мл/ч. а – концентрация альгината натрия – 1,8%; 

б – концентрация альгината натрия – 2 %. 

Рис. 6. Влияние параметров установки на размер микросфер. 
Параметры установки: а – U=6,33 кВ, h=25 мм; б – U=6,33 кВ, V=10 мл/ч. 

 
Еще одним из важных параметров, влияющих на размер образованных микросфер, 

является расстояние между пластинами, задающими форму электростатического поля. 
Как видно из (рис. 6 б), при увеличении расстояния на 5 мм между пластинами 
наблюдается и увеличение диаметра микросфер из альгината натрия на 10%, в то же 
время уменьшение расстояния на 5 мм приводит к противоположному эффекту, 
уменьшая диаметр микросфер на 24%. 

При этом как увеличение, так и уменьшение расстояния между пластинами не 
приводит к формированию конуса распыления, а только лишь к изменению частоты 
отрывания капли альгината натрия от кончика иглы. 

Также одним из регулируемых параметров, влияющих на размер микросфер, 
является скорость подачи полимера (рис. 6 а). Как видно из приведенных результатов, 
уменьшение скорости подачи альгината натрия до 5 мл/ч приводило к уменьшению 
диаметра сфер на 5%, при этом увеличение скорости подачи до 20 мл/ч приводило к 
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более значительному снижению размера микросфер (на 11%), в то же время увеличение 
скорости подачи до 15 мл/ч практически не отражалась на их геометрии. 

 
ВЫВОДЫ 

Была разработана, собрана и протестирована установка для получения полимерных 
микросфер методом электрораспыления. 

Было исследовано влияние однородности электростатического поля на размер 
микросфер из альгината натрия, получаемых методом электрораспыления. К основным 
параметрам, влияющим на их размер, относятся величина приложенного напряжения к 
пластинам, задающим форму поля, расстояние между пластинами и скорость подачи 
полимера. Изменяя эти параметры, можно получить микросферы альгината натрия 
диаметром от 900±5 мкм до 2071±15 мкм. 
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ПАМ’ЯТІ ПРОФЕСОРА ЮРІЯ ПАВЛОВИЧА БЛАГОГО 
 

24 квітня 2018 р. на 89 році пішов з життя Юрій 
Павлович Благой (д. н. 29.07.1929) – відомий фізик-
експериментатор, доктор фізико-математчних наук, 
професор, який зробив великий внесок у розвиток 
молекулярної біофізики в Україні. 

Юрій Павлович розпочав свою науково-
педагогічну діяльність на фізичному факультеті 
Харківського державного університету після його 
закінчення у 1952 р., де він читав курс лекцій 
«Фізика рідкого стану», у 1960 р захистив 
кандидатську дисертацію та у 1975-1980 рр. займав 
посаду завідувача кафедри експериментальної 
фізики (за сумісництвом). Його подальша наукова 
доля була безперервно пов'язана з Фізико-технічним 
інститутом низьких температур НАН України з 

перших днів заснування закладу в 1960 році. Почавши з посади головного інженера 
лабораторії, у 1962 р. він досяг рівня керівника фізичного відділу. У цей період Юрій 
Павлович займався вивченням фізичних властивостей кріогенних рідин і в 1971 році 
захистив докторську дисертацію за темою «Дослідження термодинамічних 
властивостей скраплених газів та їх розчинів». У 1970 році Юрій Павлович перейшов 
до нової перспективної тематики – молекулярної біофізики нуклеїнових кислот, 
включаючи фізику біомолекул за умов низьких температур. В період з 1972 р. до 
початку 2000 р. він очолював відділ молекулярної біофізики, а з 2000 року працював 
головним науковим співробітником ФТІНТ ім. Б. І. Вєркіна НАН України. У 1974 р. 
отримав наукове звання професора. 

Підтримуючи зв'язок між фундаментальною наукою та вищою освітою, Юрій 
Павлович за сумісництвом працював завідувачем кафедри молекулярної та прикладної 
біофізики (1980-1985 рр.) і далі професором кафедри біологічної і медичної фізики 
Харківського національного університету. Він став одним із засновників потужної 
школи молекулярної біофізики у Харкові та вніс вагомий вклад у становлення 
декількох поколінь молодих науковців у цій галузі. Його курси лекцій з фізики 
біополімерів прослухали близько 600 студентів з більш ніж 20 країн світу. Серед його 
учнів – понад 20 кандидатів та 2 доктори наук, які активно працюють як в наукових 
організаціях України, так і в провідних світових лабораторіях. 

Широке коло наукових інтересів Юрія Павловича включало різні аспекти 
молекулярної фізики та біофізики: структурні та спектральні характеристики 
нуклеїнових кислот та їх компонентів у розчинах та низькотемпературних матрицях, 
міжмолекулярні взаємодії біомолекул, кооперативні процеси, конформаційні й фазові 
переходи в біополімерах та їх комплексах з біологічно активними сполуками 
(барвниками, лікарськими речовинами, іонами металів), застосування кріогенних 
методів кріоподрібнення та сублімаційної сушки фармацевтичної сировини. Під 
керівництвом Юрія Павловича було створено комплекс апаратури для біофізичних 
досліджень, включаючи низькотемпературні, та виконувалися роботи за темами 
фундаментальних досліджень, прикладних проектів у рамках державних науково-
технічних програм та господарчо-договірних тем, низки міжнародних грантів. 
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Результати цих досліджень опубліковано майже в 300 статтях у престижних наукових 
виданнях, оглядах [1] і монографіях «Металокомплекси нуклеїнових кислот у 
розчинах», 1991 р. [2], та «Фізичні принципи молекулярної організації і структурної 
динаміки біополімерів», 2012 р [3]. Міжнародне визнання наукових досягнень Юрія 
Павловича відбилося у присвоєнні йому звання Соросовського професора та участі в 
низці міжнародних наукових проектів. 

У 2008 році Юрій Павлович, у складі колективу колег, отримав Державну премію 
України в галузі науки і техніки за цикл робіт «Фундаментальні фізичні властивості 
біополімерів, що визначають їх функціонування». 

Впродовж багатьох років Юрій Павлович був заступником голови спеціалізованої 
вченої ради Харківського університету з захисту докторських та кандидатських 
дисертацій за спеціальністю 03.00.02 – «Біофізика», де, завдяки опонуванню 
кваліфікаційних робіт, він дав путівку у велику науку багатьом українським 
біофізикам. Юрій Павлович входив до складу редакційної колегії наукового фахового 
видання «Біофізичний вісник» а також журналу «Проблеми кріобіології» (до 1991 – 
«Кріобіологія»), був організатором низки шкіл з фізики нуклеїнових кислот та 
співорганізатором конференцій по спектроскопії біополімерів і застосуванню мас-
спектрометрії в біології та медицині. Він є одним з засновників Українського 
біофізичного товариства (УБФТ) та ініціаторів проведення з’їздів УБФТ. 

Колеги та учні Юрія Павловича запам'ятають його як талановитого та ерудованого 
науковця, мудрого керівника та педагога, людину великої доброти і справжнього 
благородства. 
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