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Кремнеземы широко используют в био�
медицинских целях не только в качестве
сопутствующих веществ, придающих лекар�
ственным формам требуемые физико�хими�
ческие свойства, но и как самостоятельное
лекарственное средство с выраженным де�
токсицирующим эффектом, хорошо зареко�
мендовавшее себя при лечении пищевых
отравлений, бактериальных заражений
и раневых инфекций [1–3]. В последние го�
ды разрабатываются технологии использо�
вания пористых кремнеземов как средств
направленной доставки лекарственных пре�
паратов, предполагающие создание в пле�
ночных образцах кремнезема нанорозмер�
ных каналов, в которые может быть внедрен
лекарственный препарат [4−6]. В дальней�
шем благодаря диффузионным процессам
или физическому воздействию (электрофо�

рез) препарат перемещается в контактирую�
щую с пленкой ткань или биологическую
жидкость. Для той же цели можно использо�
вать также сильно гидратированные поли�
мерные и биополимерные молекулы [7].
Весьма перспективными материалами для
направленной доставки фармпрепаратов мо�
гут стать композиты, созданные на основе
нанокремнезема, модифицированного ад�
сорбированной ДНК. Хотя сама ДНК плохо
растворяется в воде, ее молекулы легко фор�
мируют гелевую (или микрогелевую) струк�
туру, связывающую большое количество во�
ды. Адсорбционное закрепление полимера
на поверхности кремнезема может осущес�
твляться механохимической активацией
смеси твердых частиц полимера и SiO2
в присутствии некоторого количества воды
или органического растворителя [8, 9]. При
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Кремнеземы широко используют в биомедицине не только в качестве сопутствующих веществ,
придающих лекарственным формам требуемые физико�химические свойства, но и как самостоятель�
ное лекарственное средство с выраженным детоксицирующим эффектом, хорошо зарекомендовав�
шее себя при лечении пищевых отравлений, бактериальных заражений и раневых инфекций.

Создана нанокомпозитная система на основе высокодисперсного кремнезема, модифицированно�
го адсорбированной ДНК. Свойства композита изучены методами ЯМР�спектроскопии, термограви�
метрии, ИК�спектроскопии. Проведены биометрические исследования композита SiO2�ДНК на сус�
пензию клеток Saccharomyces cerevisiae. Показано, что нанокомпозит обладает достаточной
биоактивностью, поскольку может существенно ускорять процессы жизнедеятельности хлебопека�
рских дрожжей. Детально изучены гидратация композита SiO2�ДНК и влияние на нее среды органи�
ческих растворителей. Обнаружено несколько форм межфазной воды, в том числе и слабоассоцииро�
ванной, которая практически не образует водородных связей с соседними молекулами. Показано,
что при варьировании температуры или введении в систему органических веществ происходят взаи�
мопревращения между разными формами межфазной воды. Высказано предположение, что именно
слабоассоциированная форма воды может быть ответственна за биосовместимость с клетками. 
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этом высокая механическая нагрузка позво�
ляет равномерно распределять полимер по
поверхности кремнеземной матрицы, созда�
вая большую площадь контакта поверхнос�
ти субстрата с внешней средой, а его много�
центровое связывание с поверхностью
обеспечивает стабильность композита в те�
чение длительного времени. Фармакологи�
ческие свойства композита будут во многом
определяться строением водно�органичес�
ких смесей на его поверхности.

Ранее, при определении состояния воды
в порошках твердой ДНК методом низкотем�
пературной 1Н ЯМР�спектроскопии [10−12],
было показано, что вода, адсорбированная
молекулами ДНК, находится в кластерном
состоянии, причем одновременно могут наб�
людаться несколько типов кластеров, отве�
чающих воде с разной ассоциированностью
(принимающей участие в формировании
разных типов водородно�связанных комплек�
сов). Состояние воды существенно изменяется
с варьированием температуры и в присут�
ствии органической среды. При этом основ�
ными типами межфазной воды в ДНК следу�
ет считать ее слабоассоциированные формы
(WAW, молекулы которой либо вообще не
образуют водородных связей, либо участву�
ют в формировании малых кластеров, содер�
жащих 2−4 молекулы [10]), сильноассоци�
ированную воду (SAW, каждая молекула
которой участвует в формировании не менее
двух водородных связей), и воду, взаимодей�
ствующую с электронодонорными центрами
молекул ДНК или органической среды
(ASW). Целью настоящей работы было
исследование гидратных свойств наноком�
позита, созданного на основе высокодиспе�
рсного кремнезема и ДНК в среде органичес�
ких растворителей. Предполагалось, что
такие композитные материалы могут быть
использованы для селективного связывания
биологически активных веществ в разбав�
ленных растворах и биосредах, а также в ка�
честве носителя лекарственных препаратов.

Материалы и методы

В качестве минеральной составляющей на�
нокомпозита был выбран высокодисперсный
кремнезем (ВДК, Аэросил А�300, с удельной
поверхностью 300 м2/г, Калушского опытно�
экспериментального завода Института хи�
мии поверхности им. А. А. Чуйко НАН Ук�
раины). Для приготовления нанокомпозита
препарат лиофилизированной ДНК, выде�
ленной из молок лососевых рыб (Sigma), пе�
ремешивали с порошком ВДК, добавляя

фиксированное количество воды, и подвер�
гали механохимической активации в тече�
ние 20 мин. После этого полученный компо�
зит сушили при 60 °С в течение 48 ч. На
рис. 1 приведены микрофотографии порош�
ка и водной суспензии нанокомпозита, где
видно, что его частицы представляют собой
агломераты микронного размера. 

В качестве органической среды использова�
ли дейтерированные растворители — CDCl3,
C6D6, CD3CN, а также смеси CDCl3 и C6D6 с дей�
терированными формами ацетонитрила, ДМСО
и пиридина. Дейтерированные аналоги раство�
рителей были выбраны с целью предотвраще�
ния появления в спектрах 1Н ЯМР интенсив�
ных сигналов жидких органических веществ. 

Спектры ЯМР снимали на ЯМР�спектро�
метре высокого разрешения Varian Mercury 400
с рабочей частотой 400 МГц. Температуру
регулировали с точностью ±1 K, используя
термоприставку Bruker VT�1000. Для предот�
вращения переохлаждения суспензий
спектры 1Н ЯМР незамерзающей воды запи�
сывали при нагревании суспензий, предвари�
тельно охлажденных до температуры 210 К.

Способ определения характеристик меж�
фазных слоев воды с помощью 1Н ЯМР�
спектроскопии подробно изложен в [10−12].
Он базируется на влиянии межфазной гра�
ницы на температуру фазового перехода во�
да−лед. Благодаря адсорбционным взаимо�
действиям температура замерзания воды на
границах раздела понижена. Свободная
энергия льда с понижением температуры из�
меняется по линейному закону [13]:

ΔG = –0,036(273 – Т).                (1) 

Площадь, ограниченная кривой ΔG(Сuw)
[Сuw(Т) — температурная зависимость кон�
центрации незамерзшей воды], определяет
величину межфазной энергии (γS), которая
равна модулю суммарного понижения свобод�
ной энергии воды, обусловленного присут�
ствием границы раздела фаз: 

Рис. 1. Микрофотографии порошка 
нанокомпозита SiO2aДНК (а) 

и его водной суспензии (б)

10 мкм

10 мкм

а                                                б
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,          (2)

где — общее количество незамерзаю�
щей воды при Т = 273 °К.

На зависимостях ΔG(Сuw) обычно могут
быть выделены участки, относящиеся к сла�
босвязанной (WBW) и сильносвязанной
(SBW) воде. При этом под WBW понимают
ту часть незамерзающей воды, свободная
энергия которой лишь немного понижена 
(−ΔG ≤ 0,5–0,8 кДж/моль) в результате адсорб�
ционных взаимодействий, и замерзает она
при Т > 250–260 К.  SBW (−ΔG > 0,8 кДж/моль)
может не замерзать даже при сильном ох�
лаждении суспензии [10, 12]. Количествен�
ные (Сuw

s и Сuw
w для SBW и WBW, соответ�

ственно) и энергетические (ΔGs и ΔGw)
характеристики слоев связанной воды могут
быть получены экстраполяцией соответству�
ющих участков зависимостей к осям абсцисс
и ординат. 

Процесс замерзания воды во внутрикле�
точных полостях или карманах в макромо�
лекулах может быть описан уравнением
Гиббса−Томсона [10, 14]:

(3)

где Тm(R) — температура плавления льда,
локализированного в порах (пустотах) ради�
усом R, Тm,∞ — температура плавления объ�
емного льда, ρ — плотность твердой фазы,
σs1 — энергия взаимодействия твердого тела
с жидкостью (посредством водородных свя�
зей), ΔНf –объемная энтальпия плавления,
k — константа. Это уравнение может быть
использовано для расчета распределений по
размерам пор (заполненных связанной во�
дой пустот) на основе зависимостей Cuw(T).
Зависимость ΔG(Сuw) можно преобразовать
в распределение незамерзающей воды по из�
менениям свободной энергии Гиббса ΔСuw(ΔG),
где ΔСuw — инкрементальная функция тем�
пературы.

Поскольку время поперечной релакса�
ции протонов в твердых телах, к которым
относятся биополимерные молекулы ДНК,
лед и ВДК на несколько порядков меньше,
чем для жидкостей или воды, физически ад�
сорбированной на нанокомпозите [15],
в спектрах 1Н ЯМР могут регистрироваться
исключительно сигналы протонов молекул
адсорбированной воды. 

Для исследования биоактивности полу�
ченного нанокомпозита использовали сухие
хлебопекарские дрожжи Saccharomyces

cerevisiae (производства ЗАО «Энзим», Ук�
раина), которые культивировали в 17%�м
растворе сахарозы при 25 °С. Активность
суспензии дрожжевых клеток определяли
по кинетике выделения углекислого газа
в процессе их брожения при фиксированном
содержании питательных веществ [16]. Вы�
делившейся углекислый газ определяли ко�
личественно. В начале опыта колбу со сре�
дой, дрожжами и затвором взвешивали на
технических весах с точностью до 0,01 г. Далее
реакционную колбу взвешивали периоди�
чески, что позволяло определять массу вы�
делившегося углекислого газа за определен�
ный промежуток времени. Достоверность
полученных результатов обеспечивалась
повторением измерений и статистическим
вычислением среднего значения.

Результаты и обсуждение

На рис. 2 приведены результаты термо�
гравиметрических исследований наноком�
позита ДНК–SiO2, снятые на дериватогра�
фе марки Q�1500D (Венгрия) в воздушной
среде при скорости нагрева 10 градус/мин.
Показаны (а) кривые относительного изме�
нения массы от температуры (ТГ), производ�
ная от изменения массы по температуре,
dm/dT (ДТГ) и характеризующая поглощение
или выделение тепла исследуемым образ�
цом (ДТА). При этом рост кривой ДТА сви�
детельствует об эндо�, а уменьшение — об
экзотермических эффектах, происходящих
в процессе термолиза. Показаны (б) зависи�
мость этих величин от времени нагрева, по�
теря массы относительно массы исходной
навески (в). На кривой потери массы (ТГ)
регистрируется перегиб в области 120 °С,
который отвечает удалению физически
адсорбированной воды. При этом потеря
массы составляет 3% мас. Полная потеря
массы образцом нанокомпозита при нагреве
его до 1 000 °С составляет 8,1% мас. Сле�
довательно, количество остаточной воды
в образце было 3% мас, а содержание поли�
мерной составляющей в композите —
6,1% мас.

При создании минерально�полимерных
композитов с помощью механохимической
активации возможна адсорбция полимера
на поверхности, которая происходит с учас�
тием активных центров поверхности крем�
незема, либо образование механической сме�
си, характеризующейся присутствием в ней
слабо связанных между собой частиц крем�
незема и ДНК. С целью определения взаимо�
действия компонентов в композитной системе
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были проведены ИК�спектроскопические
исследования (однолучевой Фурье�спектро�
метр фирмы Thermo Nicolet Nexus FT�IR,
Германия, таблетки в виде прессованных по�
рошков с KBr при соотношении компонен�
тов 1 : 5). Их основой служили измерения
изменения интенсивности полосы остаточ�
ных гидроксильных групп кремнезема
(ν = 3750 см–1) до и после механохимической
активации. 

На рис. 3 представлены результаты ис�
следования исходного кремнезема, порошка
ДНК и нанокомпозита SiO2�ДНК, содержа�
щего 6% мас ДНК. Подробное отнесение по�
лос в ИК�спектрах ДНК приведено в [17].
Поглощение в области частот, отвечающее
3800−2200 см–1, относится преимущественно
к поглощению молекул свободной и связан�
ной воды. На его фоне видны слабоинтенсив�
ные полосы, обусловленные СН3, СН2, СН,
NH2 и NH� группами дезоксирибозы и осно�
ваний. Наиболее интенсивные из них 3 350,
2 210 и 2 280 см–1 относятся к NH2 и NH�груп�
пам оснований. В области спектра, отвечаю�
щей 1 750−1 250 см–1, находится большая
группа интенсивных полос валентных коле�
баний сопряженных связей азотистых гете�
роциклов, экзоциклических С–О� связей

и деформационных колебаний NH2 и NH� групп
оснований. В области 1 250−1 090 см–1 наблю�
дается выраженная группа полос колебаний
сахарофосфатного остова. Две наиболее ин�
тенсивные из них — 1 230 см–1 и 1 090 см–1 — мо�
гут быть отнесены к антисимметричному и сим�
метричному валентным колебаниям О2�Р�О3.

Сигнал силанольных групп, не участву�
ющих в образовании водородных связей
(с молекулами воды или другими активными
центрами), наблюдается в виде узкой харак�
теристичной полосы с ν = 3 750 см–1 [18, 19].
Интенсивность этой полосы в нанокомпозите
существенно меньше, чем в исходном крем�
неземе. Если учесть, что полимерная составля�
ющая в композите составляет всего 6,1 %мас,
в то время как для полного покрытия поли�
мерами разных типов поверхности нанокре�
мнзема А�300 обычно требуется на порядок
больше полимера [10], можно сделать вывод,
что большая часть присутствующей в образце
ДНК распределяется по поверхности кремне�
зема таким образом, что ее электронодонор�
ные группы формируют водородно�связан�
ные комплексы с силанольными группами.
Это обеспечивает высокую энергию связыва�
ния биополимера с поверхностью и форми�
рование стабильного композита SiO2�ДНК.

Рис. 2. Результаты термогравиметрических исследований нанокомпозита, 
приготовленного на основе ВДК и ДНК: 

а — кривые относительного изменения массы от температуры (ТГ), dm/dT (ДТГ) и направления 
теплового потока (ДТА); 

б — их зависимость от времени нагрева; 
в — кривая потери массы относительно исходной навески
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На рис. 4 приведены снятые при разных
температурах спектры 1Н ЯМР воды, связан�
ной синтезированным нанокомпозитом, со�
держащим 50% мас (а) и 3% мас воды в сре�
де дейтерохлороформа (б), дейтеробензола
(в) и дейтероацетонитрила (г). В 5%�й сус�
пензии основной сигнал имеет химический
сдвиг 4,5–5 м. д., что совпадает со значени�
ем химического сдвига жидкой воды и отве�
чает сильноассоциированной воде, в которой
каждая молекула участвует в формирова�
нии 2,5–3,0 водородных связей [10]. При
большом усилении в спектрах становятся
наблюдаемыми слабоинтенсивные сигналы
в области 1,2–1,7 м. д., которые могут быть
связаны с наличием небольшого количества
слабоассоциированной воды (на каждую ее
молекулу приходится менее одной водород�
ной связи), и в области 7 м. д., вероятно,
обусловленной молекулами воды, взаимо�
действующей с сильными электронодонор�
ными центрами, способными к формирова�
нию комплексов с перенесенным протоном.
Точное измерение интенсивности этих сиг�
налов на фоне интенсивного сигнала SAW
затруднительно. Качественная оценка пока�
зывает, что их интенсивность не превышает
0,2% от интенсивности сигнала SAW.

Для нанокомпозита, насыщенного водой
при 50 °С (СН2О = 3% мас), помещенного
в среду слабополярного органического раст�
ворителя — хлороформа, в спектрах 1Н ЯМР
раздельно регистрируются сигналы сильно�
и слабоассоциированной воды. С понижени�
ем температуры их интенсивность уменьша�
ется за счет вымерзания воды. Причем
интенсивность сигнала SAW ослабевает зна�
чительно сильнее, чем сигнала WAW
(рис. 4), т. е. свободная энергия WAW пони�
жена адсорбционными взаимодействиями

с поверхностью композита в большей степе�
ни, чем SAW. В спектрах регистрируется
также сигнал непродейтерированной состав�
ляющей хлороформа с химическим сдвигом
δН = 7,2 м. д.

В среде бензола при 280 К (рис. 4, в), ко�
личество WAW существенно повышается
(примерно вдвое) по сравнению с ее количе�
ством в среде CDCl3. Однако с понижением
температуры концентрация слабоассоци�
ированной воды быстро снижается (рис. 5).
Одновременно уменьшается и относительно
узкий сигнал непродейтерированного жид�
кого бензола (δН = 7,2 м. д.), который замер�
зает (Тпл = 280 К) и практически перестает
регистрироваться в спектрах. Твердый бен�
зол находится в состоянии молекулярного
кристалла. Его сигнал может наблюдаться в
виде очень широкого сигнала с химическим
сдвигом δН = 7,2 м. д. Таким образом, воз�
можность существования воды в слабоассо�
цированном состоянии связана с наличием
жидкой фазы неполярного органического
растворителя (рис. 4, в). На рис. 4, в в спект�
рах присутствует также сигнал тетраметил�
силана (ТМС), добавляемого во многие дей�
терорастворители в качестве стандарта
химического сдвига (δН = 0 м. д.).

При замене бензола ацетонитрилом (по�
лярность которого значительно выше) вид
спектров воды, связанной с поверхностью
композита, существенно изменяется. Кон�
центрация слабоассоциированной воды ста�
новится намного большей, чем сильноассо�
циированной, вплоть до температуры
замерзания жидкого ацетонитрила (233 К).
При более низкой температуре, как и в слу�
чае бензола, интенсивность сигнала WAW
быстро уменьшается с понижением темпера�
туры, и он перестает регистрироваться

Рис. 3. ИКaспектры исходного кремнезема (1), порошка ДНК (2) и нанокомпозита SiO2aДНК (3), 
снятые в таблетках с KBr при соотношении компонентов 1:5
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в спектрах при T < 220 K (рис. 4, г). Хими�
ческий сдвиг слабоассоциированной воды в
среде ацетонитрила несколько больше
(δН = 2,5 м.д.), чем в среде слабополярных
растворителей. Это позволяет предполагать
возможность существования в композите
SiO2�ДНК двух ее форм — WAW1 и WAW2.
Вероятно, WAW2 отвечает несколько более
упорядоченным кластерам воды, которые
стабилизируются полярной средой. Хими�
ческий сдвиг сигнала SAW с ростом темпе�
ратуры уменьшается от 6 м.д. при 200 К до
4 м.д. при 280 К. Такая резкая зависимость

δН(Т) может быть связана с возможностью
существования воды как в виде кластеров
сильноассоциированной воды, так и в виде
водородно�связанных комплексов HO�H…N�
CCD3 (ASW), локализованных в среде жид�
кого ацетонитрила. Поскольку в спектрах
присутствует только один сигнал, следует
предполагать наличие быстрого молекуляр�
ного обмена между этими состояниями [15].
При замерзании ацетонитрила химический
сдвиг SAW становится заметно большим,
чем для жидкой воды. Это может быть обус�
ловлено формированием водородных связей

Рис. 4. Снятые при разных температурах спектры 1Н ЯМР воды, в суспензиях нанокомпозита 
SiO2aДНК в воде при СН2О = 50% мас (а), CDCl3 (б), C6D6 (в) и CD3CN (г) при СН2О = 3% мас
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между молекулами воды, расположенными
снаружи кластеров SAW, и молекулами
ацетонтрила. В результате среднее коорди�
национное число воды увеличивается. Сла�
боинтенсивный широкий сигнал в области
δН = 2 м.д. следует относить к сигналу ме�
тильных групп непродейтерированной со�
ставляющей ацетонитрила.

На рис. 5 представлена температурная
зависимость концентраций разных форм во�
ды, полученная на основе измерения интен�
сивности сигналов в спектрах 1Н ЯМР, а на
рис. 6 — рассчитанные в соответствии с фор�
мулой (3) распределения по размерам клас�
теров SAW. При содержании в нанокомпо�
зите 50% мас воды средний размер
кластеров составляет 4 нм. Для нанокомпо�
зита, содержащего 3% мас адсорбированной
воды в среде слабополярных растворителей,
средний размер кластеров SAW близок
к 1 нм.

На рис. 7, 8 приведены снятые при раз�
ных температурах спектры 1Н ЯМР воды, ад�
сорбированной нанокомпозитом SiO2�ДНК
в смесях хлороформа и бензола с электроно�
донорными растворителями — ацетонитри�
лом, ДМСО и пиридином при СН2О = 3 и 6%
мас. В бинарной смеси 2:1 CDCl3/CD3CN
(рис. 7, а) кроме сигналов СН3 и СН групп
ацетонитрила и хлороформа раздельно реги�
стрируются SAW (или SAW+ASW), WAW1
и WAW2. Сигнал WAW1 слабо изменяется
с понижением температуры, в то время как
сигнал WAW2 проявляет способность как
к уменьшению за счет замерзания воды при
T < 230 K, так и к росту из�за перехода в слабо�
ассоциированное состояние части воды, иден�
тифицируемой как SAW+ASW (рис. 7, а, б). 

В смеси CDCl3/ДМСО�d6 (рис. 6, б, в) сиг�
нал метильных групп ДМСО точно совпадает
с химическим сдвигом WAW2. О присут�
ствии в суспензии кроме WAW1 также

Рис. 5. Температурная зависимость концентрации сильноa и слабоассоциированной воды в нанокомпоa
зите SiO2aДНК, содержащем 3% мас воды в среде органических растворителей для сильноассоциироa

ванной (а) и слабоассоциированной (б) воды

а б

Рис. 6. Распределение по размерам кластеров сильноассоциированной воды 
в нанокомпозите SiO2aДНК
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и WAW2 свидетельствует температурное из�
менение интенсивности сигнала с химичес�
ким сдвигом δН = 2,5 м.д. Однако, в отличие от
смеси CDCl3/CD3CN, рост сигнала WAW2 про�
исходит не с увеличением, а с понижением
температуры, т. е. с ростом температуры часть
WAW2 трансформируется в ASW, которая
регистрируется отдельно от SAW (рис. 6, б, в).
Как и WAW2, с ростом температуры около
280 К  SAW имеет тенденцию к уменьшению
за счет перехода воды в жидкую фазу, где она
существует в виде водородно�связанных
комплексов HO�H…O=S(CD3)2 (ASW). С воз�
растанием концентрации ДМСО (рис. 6, в)
концентрация SAW уменьшается, а ASW —
растет. Химический сдвиг SAW практически
не отличается от такового жидкой воды.

При замене ДМСО пиридином (рис. 7, г−е)
в спектрах раздельно регистрируются сигна�
лы WAW1 и WAW2. Раздельная регистрация
сигналов SAW и ASW зависит от температу�
ры и соотношения концентраций компонен�

тов. Вероятно, SAW легко замерзает, т. е.
является слабосвязанной, поэтому регист�
рируется только при относительно высокой
температуре. Обращает на себя внимание
большая величина химического сдвига как
для SAW, так и для ASW (HO�H…NC5H5).
Она может достигать δН = 7,5 м.д., что не�
сколько больше, чем для тетракоординиро�
ванной воды, формирующей кристаллы гек�
сагонального льда [20]. Это может быть
связано со способностью молекул пиридина
переходить в протонированное состояние [21].
Учитывая, что кластеры SAW относятся
к межфазной воде, связанной частицами на�
нокомпозита, а ASW — к воде, растворенной
в органической фазе, можно предположить,
что ионы пиридина формируются как на поверх�
ности, так и в жидкой органической среде.
Понижение температуры стабилизирует
комплексы с перенесенным протоном. Соот�
ветственно химический сдвиг ASW смеща�
ется в область слабых магнитных полей.

Рис. 7. Снятые при разных температурах спектры 1Н ЯМР воды, адсорбированной нанокомпозитом
SiO2aДНК в суспензии CDCl3 с добавками электронодонорных органических растворителей: 

а — CD3CN; б, в — ДМСОad6; г, д, е — Pyad5 при содержании воды в образцах 3% мас (а[д) и 6% мас (е)
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Поскольку при T < 280 K бензол легко за�
мерзает, в смесях органических растворите�
лей, приготовленных на основе бензола, со�
стояние межфазной воды зависит не только
от соотношения концентраций компонен�
тов, но и от фазового состояния дисперсион�
ной среды, о котором можно судить по присут�
ствию в спектрах сигналов протонов
непродейтерированной составляющей органи�
ческих растворителей. В спектрах нанокомпо�
зита, помещенного в смесь 3:3 C6D6/CD3CN,
сигнал СН�групп бензола наблюдается при
T > 230 K, а СН3�групп ацетонитрила — при
T > 250 K (рис. 8, а). Следовательно, диспер�
сионная среда замерзает как единая фаза пос�
ле начала кристаллизации бензола. При 280 К
в спектрах раздельно регистрируются сигна�
лы SAW и WAW1. Концентрация слабоассо�
циированной воды примерно вдвое меньше,
чем сильноассоциированной. Замерзание
органической фазы сопровождается умень�
шением интенсивности сигнала WAW и его
смещением в слабые магнитные поля таким
образом, что при T < 240 K имеет место
трансформация WAW1 ↔ WAW2. C повы�
шением концентрации ацетонитрила
(рис. 8, б) доля слабоассоциированной воды
увеличивается за счет снижения концентра�
ции SAW.

В смесях C6D6/ДМСО (рис. 8, в, г) диспер�
сионная среда находится в замерзшем (или
частично замерзшем) состоянии уже при
T < 270 K. Это вызывает значительное уши�
рение сигналов межфазной воды. При

C6D6/ДМСО, равном 5:1, в спектрах раздель�
но регистрируются сигналы SAW и WAW1,
интенсивность которых близка (рис. 8, в).
С ростом концентрации ДМСО его раство�
римость в твердом бензоле уменьшается
(о чем свидетельствует появление сигнала
протонов метильных групп). Происходит
также перераспределение интенсивности
между сигналами SAW и WAW1 в сторону
повышения вклада SAW. При Т = 280 К сиг�
нал SAW имеет тенденцию к уширению, ко�
торая, вероятно, обусловлена появлением
ASW.

В общем виде процессы, происходящие
в гидратированном порошке нанокомпозита
SiO2�ДНК в среде органических растворите�
лей при температуре ниже 273 К, могут быть
представлены схематично:

В среде слабополярных органических
растворителей (CDCl3, C6D6) с понижением
температуры наблюдается процесс (I) — за�
мерзание сильноассоциированной воды.
Методами рентгеновской спектроскопии по�
казано, что при замерзании водно�органи�
ческих систем при температуре T > 200 K во�
да переходит в форму гексагонального льда
[21]. Замерзание слабоассоциированной во�
ды (WAW1) происходит только при очень

(4)

Рис. 8. Снятые при разных температурах спектры 1Н ЯМР воды в суспензиях нанокомпозита SiO2aДНК
в С6D6, содержащих добавки электронодонорных растворителей: СD3CN (а, б) и ДМСОad6 (в, г) 

при содержании адсорбированной воды 3% мас

Гексагональный лед Аморфный лед
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низкой температуре, что позволяет предпо�
лагать наличие равновесия (VII). При введе�
нии в дисперсионную среду электронодонор�
ных веществ (CD3CN, (CD3)2SO, C5H5N) при
разной температуре и соотношении концен�
траций компонентов могут реализовываться
равновесия (II)–(VI). Температурная зависи�
мость изменения концентрации SAW, ASW,
WAW1 и WAW2 для гидратированного по�
рошка нанокомпозита SiO2�ДНК в смешан�
ных средах, приготовленных на основе хло�
роформа, приведена на рис. 8, 9, а на основе
бензола — рис. 10. Несмотря на то, что эти
растворители являются слабополярными
из�за высокой температуры замерзания в
суспензиях, приготовленных на основе бен�
зола, в широком температурном интервале
возможно замерзание дисперсионной среды.
Таким образом, можно было сравнить влия�
ние на межфазную воду жидкой и твердой
фаз с регулируемыми гидрофильными ха�
рактеристиками.

В смесях хлороформа с наиболее слабым
элетронодонорным растворителем — ацето�
нитрилом с понижением температуры наб�
людается уменьшение интенсивности сигна�
лов SAW+ASW, WAW1 и WAW2 (рис. 5,
7, а). Поскольку изменение интенсивности
слабоассоциированных форм воды относи�
тельно невелико, можно сделать вывод, что
имеют место процессы (V) и (VII). Химичес�
кий сдвиг SAW не превышает 4 м. д., что
свидетельствует о совместной регистрации
сигналов SAW и ASW, между которыми
имеет место быстрый молекулярный обмен,
т. е. на межфазной границе нанокомпозита
реализуются равновесия (I), (II) и (III).
В присутствии ДМСО (рис. 7, б, в и 9, а, б)
молекулярный обмен между SAW и ASW за�
медляется, и сигналы этих форм воды реги�
стрируются раздельно. С понижением тем�
пературы существенно уменьшается только
интенсивность сигнала SAW [процесс (I)].
Большой разброс точек на кривых зависи�
мостей Сuw(T) (рис. 9) обусловлен снижением
точности определения площади пиков ЯМР
при необходимости интегрирования нес�
кольких близко расположенных сигналов
с разной шириной. Из рис. 8 следует, что
концентрация слабоассоциированных форм
воды (WAW1 + WAW2) достигает 10 мг/г,
что составляет около трети всей связанной
воды. Следовательно, в отличие от исходно�
го кремнезема [10], нанокомпозит SiO2�ДНК
способен стабилизировать значительное ко�
личество слабоассоциированных форм воды.

В присутствии пиридина (рис. 9, в, г) при
T > 250 K рост концентрации ASW происхо�

дит синхронно с уменьшением концентра�
ции SAW, что свидетельствует о наличии
равновесия (II). Кроме того, с понижением
температуры наблюдается ощутимый рост
концентрации WAW1, который может про�
исходить за счет перехода в слабоассоцииро�
ванное состояние некоторой части воды,
растворенной в жидкой среде [равновесие
(VIII)]. Возможны также и более сложные
превращения с участием разных форм воды,
выделить которые невозможно из�за относи�
тельно малой точности определения интен�
сивности сигналов разных типов кластеров
межфазной воды.

При добавлении в CDCl3 (рис. 6) ДМСО
или пиридина распределение по размерам
кластеров сильноассоциированной воды,
связанной нанокомпозитом SiO2�ДНК, су�
щественно изменяется (рис. 9, д). С ростом
концентрации полярной добавки или увели�
чением ее электронодонорной способности
проявляется тенденция к увеличению раз�
мера кластеров SAW. Так, если в среде чис�
того CDCl3 размер кластеров SAW не превы�
шал 2 нм (рис. 6), то рост концентрации
ДМСО и замена его на Py (пиридин) сопро�
вождается появлением кластеров, размер
которых может достигать 16,6 нм (рис. 9, д).
Однако двукратное увеличение концентрации
воды в присутствии Py привело к росту коли�
чества кластеров воды размером 1,5–4 нм.

В случае, когда основным компонентом
дисперсионной среды является бензол, в за�
висимости от температуры гидратирован�
ный порошок нанокомпозита SiO2�ДНК мо�
жет находиться в жидкой или твердой среде.
О таянии смеси органических растворителей
(C6D6 + CD3CN или C6D6 + ДМСО) свидетель�
ствует появление в спектрах (рис. 8) сигна�
лов метильных групп электронодонорной
добавки. На рис. 10 приведена температур�
ная зависимость изменения концентрации
разных форм воды для дисперсионных сред,
приготовленных на основе бензола с добав�
ками CD3CN (а, б) и ДМСО (в, г). В присут�
ствии CD3CN зависимость CSAW(T) имеет
сложный вид. В широком температурном
интервале (T > 240 K) регистрируется рост
концентрации сильноассоциированной во�
ды с понижением температуры. При этом
в спектрах фиксируется сигнал WAW1,
а после замерзания дисперсионной среды —
сигнал WAW2. С понижением температуры
CSAW и СWAW2 уменьшаются за счет замерза�
ния воды в результате смещения равновесий
(I) и (IV). Наиболее вероятным путем транс�
формации WAW1–WAW2 может быть 
последовательное осуществление процессов
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(VI) и (VIII). Причиной уменьшения с рос�
том температуры величины CSAW может слу�
жить смещение равновесия (II). При этом,
хотя сигнал ASW не регистрируется в спект�
рах (возможно, из�за его большой ширины),
растворенная в дисперсионной среде вода
может присутствовать в виде сольватных
структур, локализованных преимуществен�
но на межфазных границах частиц наноком�
позита, что объясняет малую подвижность
молекул этого типа воды.

При замене ацетонитрила на ДМСО (ха�
рактеризующегося более высокой темпера�
турой замерзания) в спектрах идентифици�
руются только широкие сигналы WAW1
и SAW (или SAW+ASW) (рис. 7). Зависи�
мость СSAW(T) и CWAW1(T) (за исключением
участка, отвечающего T > 260 K для образца
с соотношением концентраций органичес�
ких компонентов 5:1) изменяется симбатно,
что позволяет предположить наличие взаи�
мосвязи между CWAW1 и количеством неза�

мерзшего вещества (SAW, ASW, C6H5,
ДМСО), локализованного вблизи межфазной
границы нанокомпозита. Эта особенность
поведения межфазной воды позволяет рас�
считывать распределения по размерам клас�
теров незамерзающей воды не только для
SAW, но и для WAW1 (рис. 10, д). При этом
для кластеров слабоассоциированной воды
фиксируются достаточно большие радиусы
кластеров (вплоть до 16,6 нм). Вероятно, эти
значения характеризуют водно�органичес�
кие структуры, в состав которых входят
кластеры WAW1, находящиеся в незамерз�
шем состоянии. После их замерзания сигнал
слабоассоциированной воды (включенной
в твердую органическую матрицу) перестает
регистрироваться в спектрах, аналогично то�
му, как это происходит с сигналами метиль�
ных групп твердых ДМСО или ацетонитрила.

Можно ожидать, что полученные разли�
чия в строении слоев воды на межфазных
границах нанокомпозтов будут сказываться

Рис. 9. Температурная зависимость концентрации разных форм воды, связанной с нанокомпозитом
SiO2aДНК в среде смешанных растворителей: СDCl3+ДМСО (а, б) и CDCl3+Py (в, г), 
а также рассчитанные на их основе распределения по размерам кластеров SAW (д)
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и на их биологической активности при контак�
те с клетками или микроорганизмами [22]. С
этой целью было изучено влияние исследуемых
материалов на параметры газовыделения дрож�
жевыми клетками Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae — штамм пекар�
ских дрожжей, обладающих типичными ви�
довыми свойствами. Они представляют со�
бой однородные по морфологии, овальные
клетки, обладающие толстой клеточной
стенкой и типичной для эукариот структу�
рой [17]. Дрожжевые клетки обладают спо�
собностью к регулированию биохимических
процессов в зависимости от условий их куль�
тивирования. Регуляторные механизмы, оп�
ределяющие скорость роста дрожжей, при�
сутствуют на многих уровнях организации
дрожжевой клетки и функционируют в за�
висимости от состава питательной среды. 

Нами было исследовано влияние нано�
композита SiO2�ДНК и его составляющих на

жизнедеятельность суспензии дрожжевых
клеток Saccharomyces cerevisiae. Определя�
лись абсолютные величины и динамика
выделения углекислого газа в процессе бро�
жения. Измерение количества СО2, выде�
лившегося в результате процесса брожения,
проводилось при фиксированной температу�
ре (Т = 37 °С), исходной массе дрожжевых
клеток и количестве питательных веществ
(глюкозы). В качестве контроля использова�
ли суспензию клеток, не содержащих ДНК
или частиц нанодисперсного кремнезема.
Исследовалась биоактивность нанокомпози�
та SiO2�ДНК и его компонентов, взятых
в том же количестве, в каком они присут�
ствовали в композите, а также биологичес�
кая активность разных концентраций ДНК
и чистого кремнезема (табл.). На рис. 11
приведены кинетические кривые выделения
углекислого газа дрожжевыми клетками
в течение первых 10 ч процесса брожения.

Рис. 10. Температурная зависимость концентрации разных форм воды, связанной с нанокомпозитом
SiO2aДНК в среде смешанных растворителей: С6D6+CD3CN (а, б) и CDCl3+ДМСО (в, г), а также рассчиa

танные на их основе распределения по размерам кластеров SAW и WAW1 (д)
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Из полученных результатов (рис. 11,
табл.) следует, что при введении в дрожже�
вую суспензию чистой ДНК на протяжении
первых 2 ч брожения выделение СО2 проис�
ходит одинаково для всех исследуемых об�
разцов, независимо от концентрации ДНК.
В течение следующих двух часов хорошо
прослеживается угнетающее действие ДНК,
после чего в образце с минимальным количе�
ством ДНК (0,003 г) происходит некоторое
активирование процесса газовыделения, ко�

торое со временем увеличивается (рис. 11).
Для больших концентраций ДНК такой эф�
фект не наблюдается, имеет место стабильное
угнетение метаболизма клеток в суспензии,
которое слабо зависит от концентрации ДНК. 

На рис. 12, а приведены кинетические кри�
вые выделения углекислого газа суспензией
дрожжевых клеток в присутствии композита
SiO2�ДНК и его компонентов. Из рисунка вид�
но, что на начальной стадии брожения (до
2 ч) активный процесс газовыделения про�

Биоактивность нанокомпозита SiO2aДНК и его компонентов, 
а также разных концентраций ДНК и чистого кремнезема

№ п/п Исследованные 
соединения

Маса навески 
вещества, г

Интегральное выделение углекислого газа
10 ч 32 ч

1 контроль 3,28 3,15
2

ДНК 

0,003 3,36 3,21 
3 0,006 2,68 2,62 
4 0,012 2,86 2,77 
5 0,018 2,86 2,77 
6 0,038 2,67 2,60 
7 

SiO2

0,031 3,29 2,77 
8 0,047 3,70 3,12 
9 0,063 3,45 2,94 

10 0,094 3,86 3,2 
11 0,125 3,89 3,18 
12 0,189 4,49 2,81 
13 

0,06 г ДНК 
на поверхности SiO2

0,002 3,22 2,87 
14 0,005 2,92 2,64 
15 0,01 3,00 2,71 
16 0,05 3,10 2,77 
17 0,1 3,57 3,09 
18 0,15 3,78 3,22 
19 0,2 4,27 3,67 
20 0,25 3,98 3,44 

Рис. 11. Кинетические кривые выделения углекислого газа дрожжевыми клетками 
в течение 10 ч (а): 1 — контроль; в присутствии ДНК с разной концентрацией: 2 — 0,003 г; 

3 — 0,006 г; 4 — 0,012 г; 5 — 0,018 г; 6 — 0,038 г; интегральные количества выделившегося СО2 (б)
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исходит практически одинаково для образ�
цов, содержащих нанокомпозит SiO2�ДНК,
и взятый в том же количестве индивидуаль�
ный ВДК. В присутствии нативной ДНК
(взятой в том же количестве, в каком она со�
держалась в нанокомпозите) на начальной
стадии регистрируется незначительное
уменьшение (по сравнению с контролем) вы�
деления СО2, что может быть обусловлено
стадией приспособления клеток к новым
компонентам среды. После 2�часового куль�
тивирования суспензии дрожжевых клеток
с чистой ДНК фиксируется стабильное
уменьшение газовыделения. Это свидетель�
ствует о существенном ингибирующем влия�
нии ДНК на процессы клеточного метабо�
лизма. При введении в суспензию чистого
кремнезема или нанокомпозита SiO2�ДНК
наблюдается значительное повышение газо�
выделения, которое максимально в первые
10 ч процесса брожения. Следовательно, им�
мобилизация ДНК на поверхности кремнезе�
ма существенно уменьшает ее негативное вли�
яние на дрожжевые клетки. На рис. 12, б
представлена диаграмма интегрального газо�
выделения за первые 10 ч брожения. Из ри�
сунка видно, что наибольшая активность вы�
деления углекислого газа наблюдается
в присутствии кремнезема (0,189 г), тогда как
при введении в суспензию нанокомпозита
SiO2�ДНК (0,2 г) имеет место тенденция к не�
которому уменьшению выделения СО2.
Возможно, закрепленная на поверхности
кремнезема ДНК несколько препятствует его
взаимодействию с мембранными протеинами
дрожжевых клеток, что замедляет процессы
клеточного метаболизма.

Таким образом, можно констатировать,
что нанокомпозит SiO2�ДНК способствует
процессам жизнедеятельности суспензии
хлебопекарских дрожжей по сравнению
с контролем и нативной ДНК, что свиде�
тельствует о его высокой биологической ак�
тивности и совместимости с клеточными
структурами. Это дает основание к дальней�
шему его тестированию при контакте с более
сложными биологическими объектами. 

Адсорбционное модифицирование поверх�
ности нанокремнезема полинуклеотидами
влечет за собой структурную дифференциа�
цию адсорбированной на нем воды, которая
для сильногидратированного (СН2О = 50% мас)
композита выражается в появлении в спектрах
1Н ЯМР наряду с сигналом сильноассоци�
ированной воды (SAW) с химическим сдви�
гом δН = 4,5 м. д. сигналов слабоассоцииро�
ванных форм воды (WAW), регистрируемых
в области δН = 1–2 м. д. Для слабогидратиро�
ванных образцов (СН2О = 3–6% мас) нано�
композита в среде органических растворите�
лей концентрация WAW может достигать
трети от общего количества адсорбированной во�
ды. Обнаружена возможность существования
двух типов слабоассоциированной воды —
WAW1 и WAW2, различающихся по величи�
не химического сдвига (δН = 1,3 и 2,5 м. д.,
соответственно). Слабоассоциированные
формы воды присутствуют в виде двух типов
кластерных структур, различающихся средним
числом водородных связей, приходящихся
на каждую молекулу воды. В присутствии
электронодонорных растворителей в спектрах
может фиксироваться также сигнал воды, раст�
воренной в жидкой фазе (ASW), находящейся

Рис. 12. Кинетические кривые выделения углекислого газа дрожжевыми клетками 
в присутствии нанокомпозита SiO2aДНК и соответствующих концентраций его составных — SiO2

и ДНК за 25 ч (а) и интегральные количества выделившегося СО2 в течение 10 ч (б): 
1 — контроль, 2 — SiO2aДНК (0,05 г); 3 — SiO2aДНК (0,1 г); 4 — SiO2aДНК (0,2 г); 5 — SiO2 (0,047 г); 

6 — SiO2 (0,094 г); 7 — SiO2 (0,189 г); 8 — ДНК (0,018 г); 9 — ДНК (0,038 г); 10 — ДНК (0,075 г)
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в виде водородно�связанных комплексов
с электронодонорными центрами органи�
ческих молекул. Концентрация ASW увели�
чивается с ростом температуры, количест�
вом электронодонорной добавки и ростом ее
электронодонорных способностей. Между
разными формами межфазной воды воз�
можно протекание реакции молекулярного
обмена и взаимопревращения. Кроме за�
мерзания воды с образованием гексагональ�
ного льда (SAW↔Ice, ASW↔Ice и

WAW↔Ice), зарегистрирована возможность
реакций SAW↔ASW, ASW↔WAW2,
WAW1↔ASW↔WAW2. 
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ского научно�технологического центра (про�
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ГІДРАТНІ ВЛАСТИВОСТІ КОМПОЗИТНОГО
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Кремнеземи широко використовують у біо�
медицині не тільки як супутні речовини, що
надають лікарським формам необхідних фізи�
ко�хімічних властивостей, але і як самостій�
ний лікарський засіб з вираженим детоксику�
ючим ефектом, що добре зарекомендував себе
при лікуванні харчових отруєнь, бактерійних
заражень і ранових інфекцій.

Створено нанокомпозитну систему на осно�
ві високодисперсного кремнезему, модифіко�
ваного адсорбованою ДНК. Властивості компо�
зиту вивчено методами ЯМР�спектроскопії,
термогравіметрії, ІЧ�спектроскопії. Проведе�
но біометричні дослідження впливу композиту
SiO2�ДНК на суспензію клітин Saccharomyces
cerevisiae. Показано, що нанокомпозит виявляє
значну біоактивність, оскільки може істотно
прискорювати процеси життєдіяльності хлібо�
пекарських дріжджів. Детально вивчено
гідратацію композиту SiO2�ДНК та вплив на
неї середовища органічних розчинників. Ви�
явлено кілька форм міжфазної води, у тому
числі й слабоасоційованої, яка практично не
утворює водневих зв’язків із сусідніми моле�
кулами. Показано, що за варіювання темпера�
тури чи введення в систему органічних речо�
вин відбуваються взаємоперетворення між
різними формами міжфазної води. Висловлено
припущення, що саме слабоасоційована форма
води може бути відповідальна за біосумісність
із клітинами.

Ключові слова: нанокомпозит кремнезем�
ДНК, гідратація, сильно� та слабоасоційована
вода, суспензія клітин хлібопекарських дріж�
джів Saccharomyces cerevisiae.
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Silica is widely used in biomedicine not only
as concomitant matter giving dosage forms the
required physical and chemical properties but
also as independent medication with the
expressed detoxicated effect proved itself to be
active at treatment of the food poisonings, bacte�
rial and wound infections.

A nanocomposite system was prepared with
finely dispersed silica modified by adsorbed
DNA. Nanocomposite properties were studied
using NMR spectroscopy, thermogravimetry,
and infrared spectroscopy. A biometric study of
SiO2�DNA composite influence was carried out
for suspended Saccharomyces cerevisiae yeast
cells. It was shown that the composite possesses a
significant bioactivity since it can substantially
accelerate the processes of vital functions of ba�
kery yeasts. Hydration of SiO2�DNA composite
and influence of organic solvent media were
studied in detail. It was found out some forms of
interfacial water including weakly associated
water that practically does not form the hydro�
gen bonds with neighboring molecules. It was
shown that interconversion of different forms of
interfacial water occurs at varying temperature
or addition of organic compounds. It was
assumed that weakly associated water could
affect the biocompatibility of nanoparticles with
respect to cells. 

Key words: Silica�DNA nanocomposite, hydrata�
tion, strongly and weakly associated water, 
suspension of Saccharomyces cerevisiae cells.




