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Abstract. This paper reports on an effective method for depolymerization of fucoidan in an aqueous 
medium using ultrasonic treatment. To assess the effect of this treatment, high- molecular- weight 
fucoidan was dispersed at a concentration of 10 mg/ml in deionized water and subjected to ultrasound 
at a frequency of 20 kHz with varying intensity. The effect of high- intensity low- frequency ultrasound 
on the particle size of sulfated polysaccharides isolated from brown algae, where the minimum value of 
the average hydrodynamic diameter was 85.92 ± 32.9 nm, was studied. The dependence of the particle 
size of the polysaccharide on the intensity of ultrasonic exposure was revealed. The influence of this 
effect on the degree of sulfation of fucoidan has been determined. Shown the cavitation activity in the 
processing environment and discussed the reasons for its change.
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Низкочастотная высокоинтенсивная  
ультразвуковая обработка  
сульфатированного полисахарида бурых водорослей

В. Е. Супрунчук
Северо-Кавказскийфедеральныйуниверситет 

РоссийскаяФедерация,Ставрополь

Аннотация. В данной работе сообщается об эффективном методе деполимеризации 
фукоидана в водной среде с помощью ультразвуковой обработки. Для оценки эффекта 
такой обработки высокомолекулярный фукоидан был диспергирован в концентрации 
10 мг/мл в деионизированной воде и подвергнут ультразвуковому воздействию с частотой 
в 20 кГЦ при варьировании интенсивности. Изучено влияние высокоинтенсивного 
низкочастотного ультразвука на размерность частиц сульфатированного полисахарида, 
выделенного из бурых водорослей, где минимальное значение среднего гидродинамического 
диаметра составило 85,92±32,9 нм. Выявлена зависимость размера частиц полисахарида 
от интенсивности ультразвукового воздействия. Определено влияние такого воздействия 
на степень сульфатирования фукоидана. Показана кавитационная активность в среде обработки 
и обсуждены причины ее изменения.

Ключевые слова: фукоидан, десульфатирование, деполимеризация, ультразвуковая обработка, 
кавитация, полисахаридные наночастицы.
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Введение

Фукоидан –  разветвленный сульфатированный геторополисахарид, выделяемый из кле-
точных стенок бурых морских водорослей и некоторых тканей морских беспозвоночных. Ос-
новным мономерным звеном фукоидана выступает L‑фукоза, однако установлено присутствие 
в структуре также некоторых количеств остатков глюкозы, маннозы, ксилозы [1], галактозы 
[2, 3] глюкуроновой кислоты [4] и др. Сама структура фукоиданов не однородна, и можно вы-
делить два наиболее часто встречаемых типа основной цепи. Первый тип представляет собой 
1→3‑связанные остатки α‑ L‑фукопиранозы, второй тип –  чередующиеся 1→3‑ и 1→4‑связанные 
остатки α‑ L‑фукопиранозы [5]. Помимо сульфатных групп, которые, как правило, расположены 
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при C‑2, C‑3 и/или C‑4 углеродном атоме фукозного кольца [6, 7], имеются ацетатные группы 
в положениях C‑4 (при 1→3‑связанных остатков фукозы) и C‑3 (при 1→4‑связях) [7].

Интерес к проблеме исследования фукоидана растет, и в последнее десятилетие количе-
ство рецензируемых работ, посвященных изучению этого полисахарида, выросло в 3,6 раза. 
Фукоиданы обладают широким спектром биологической активности, в том числе проявляют 
противовирусное [8], противоопухолевое, противовоспалительное, антикоагулянтное [9] ан-
титромбическое [10], антилипогенное и антиоксидантное [11, 12] действие, усиливают актив-
ность естественных киллеров, макрофагов, дендритных клеток и Т‑клеток [13]; стимулируют 
гемопоэз [14] и т. д. Однако существуют ограничения его применения в связи с высокой моле-
кулярной массой. Известно, что низкомолекулярные фукоиданы обладают улучшенными им-
муномодулирующими, антиоксидантными свой ствами [15–17], выраженным отбеливающим 
эффектом [16, 18]. Снижение молекулярной массы необходимо в том числе и для увеличения 
реакционной способности полисахарида.

Сегодня существует множество подходов к деполимеризации полимеров, в том числе при-
родного происхождения, и включают химические, ферментативные, физические методы. Для 
химического гидролиза наиболее часто используют кислоты и перекись водорода [19]. Фер-
ментативные методы деполимеризации применяют, в частности, для деградации фукоиданов 
с образованием олигомеров [20, 21]. Но в таких методах стоит вопрос о способах очистки ко-
нечного продукта, в особенности при использовании последнего для медицинских и фарма-
цевтических целей. Кроме того, к недостаткам этих подходов можно отнести экологические 
проблемы, а также нежелательное разложение сопутствующих соединений, если речь идет 
о многокомпонентной системе [22]. Некоторые из способов, включающие применение концен-
трированных кислот (например, HCl), имеют низкий выход и плохую воспроизводимость [22], 
а также приводят к образованию нежелательных мономеров и олигомеров [23] или разруше-
нию химической структуры.

К физическим методам деградации относят ультразвуковое воздействие. Применение 
ультразвука широко изучено для деградации синтетических полимеров [24] (например, по-
лиэтилена [25], полистирола [26], полиакрилметакрилатов) [27]. Для деградации природных 
полимеров ультразвуковое воздействие было использовано еще в 1933 г. [28] и в дальнейшем 
применялось для обработки декстрана [29], пектина [30], карбоксиметилцеллюлозы [31]. Уль-
тразвуковое воздействие связано с колебаниями давления вследствие формирования кавита-
ционных пузырьков. Кавитация является источником запуска многих химических процессов 
в системе, в том числе инициирует радикальные реакции. Кроме того, коллапс кавитационных 
пузырьков сопровождается физическими эффектами в виде ударных волн и горячих точек, ко-
торые вносят значительный вклад в деградацию полимера [32].

Ультразвуковая обработка приводит к снижению молекулярной массы и вязкости раствора 
полимера, но не сопровождается значительным изменениям химической структуры [32, 33]. При 
этом разрыв полимерной цепи осуществляется, как правило, в центральной точке или в самых 
слабых местах структуры, и скорость разложения увеличивается с ростом молекулярной массы 
полимера [33]. В целом, преимущество метода ультразвукового обработки заключается в его бы-
строте, мягкости и экологичности [34]. Тем не менее ультразвуковая деполимеризация фукоида-
на рассмотрена только для одного представителя, выделенного из морского огурца [35], причем 
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физико‑ химические свой ства получаемых частиц, в том числе влияние такой обработки на сте-
пень сульфатирования полисахарида, изучены не были. Поэтому целью работы явилось получе-
ние путем ультразвуковой обработки фукоидана его наноразмерной фракции, применимой для 
решения фармацевтических задач с изучением кавитационной активности в среде обработки.

Материалы и методы

Для ультразвуковой обработки использовали полисахарид, полученный из бурой водо-
росли Fucus vesiculosus по методике, представленной в работе [36], с некоторыми изменениями. 
Последующую очистку производили в соответствии с работой А. М. Урванцева, И. Ю. Баку-
нина, Н. Ю. Ким и др. [37]. Полученный полисахарид представлял собой светло‑ коричневый 
порошок, со степенью сульфатирования 22,79 %, с гидродинамическим размером частиц 
10,4 ±2,7 µм, ИК‑спектр: 3326 см-1 (–ОН), 1645 см-1 (С‑О), 1217, 1150 и 1085 см-1 (S=O), 673 см-1 
(–СООН), 608 см-1 (О=S=O).

В процессе ультразвуковой обработки был использован ультразвуковой процессор 
UIP1000hd мощностью 1000 Вт (Hielscher Ultrasonics GmbH, Германия). Все образцы были 
обработаны ультразвуковым воздействием в течение 40 мин с постоянной частотой 20 кГц 
и рабочей амплитудой 20, 40 и 80 %. Образцы объемом 100 мл и концентрацией фукоидана 
10 мг/мл выдерживали при температуре 25 ± 1,0 °C. Во время обработки постоянство темпера-
турного режима поддерживалось с помощью ледяной бани с контролем температуры раствора, 
не превышающей 313 К, термодатчиком. Для работы подобрано невысокое значение концент‑
рации полисахарида, так как известно, что степень деполимеризации полимеров уменьшается 
с увеличением концентрации раствора при сохранении подаваемой ультразвуковой мощности 
[25]. Измерение кавитации осуществлялось с помощью кавитометра.

После обработки для полученной фракции фукоидана была осуществлена оценка ос-
новных физико‑ химических показателей –  гидродинамического диаметра, дзета‑ потенциала 
и степени сульфатирования. Наноразмерную фракцию отделяли путем фильтрования. Гид‑
родинамический диаметр и электрохимический потенциал определяли с помощью Photocor 
Compact Z (ООО «Фотокор», Россия).

Определение степени сульфатирования осуществляли с помощью хлоридно‑ желатинового 
метода [38]. BaCl2‑желатиновый раствор готовили следующим образом: 0,3 г желатина растворя-
ли в 100 мл горячей воды (60–70 °C), затем выдерживали в холодильнике при 4 °C в течение ночи. 
В полученный раствор желатина вводили 2 г BaCl2 и оставляли на 2–3 ч при комнатной темпера-
туре [39, 40]. К 0,2 мл образца полисахарида вносили 3,8 мл 3%‑й трихлоруксусной кислоты и 1 
мл BaCl2‑желатиновый раствор инкубировали, перемешивая в течение 15 мин, с последующим 
измерением абсорбции при 360 нм [41] с помощью спектрофотометра Cary 8454 UV–Vis Diode 
Array System (Agilent Technologies Bayan Lepas Free, Малайзия). Бланк содержал 0,2 мл деионизи-
рованной воды. Количественное содержание сульфогрупп определяли по калибровочному гра-
фику, где в качестве стандарта был использован Na2SO4. Уравнение регрессии было следующим: 
y = 0,029x + 0,0692, R² = 0,96, n = 6. Степень сульфатирования полисахарида определялось как 
процентное содержание через соотношение массы сульфогрупп (m2) к массе полисахарида (m1).

% сульфата = (m2 / m1) × 100. (1)
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Результаты и обсуждение

При ультразвуковой обработке водного раствора фукоидана ультразвуком с частотой 
20 кГц полисахарид подвергается деградации, что приводит к достоверному снижению разме-
ра частиц биополимера. Отслеживание процессов деградации было осуществлено путем опре-
деления изменения размера частиц фукоидана с помощью метода динамического рассеяния 
света.

При определении зависимости гидродинамического диаметра частиц наноразмерной 
фракции фукоидана от интенсивности ультразвукового воздействия была получена серия 
образцов. Для этого водные растворы фукоидана подвергали ультразвуковому воздействию 
при варьировании интенсивности ультразвуковой волны от 100 до 133 и 200 Вт/см2, при этом 
обработку осуществляли в течение 40 мин при наличии охлаждающей рубашки и контроле 
температурного режима, не превышающего 313 К. Важно, что данный температурный режим 
обусловлен тем, что коллапсирующие пузырьки могут значительно увеличить температуру 
(до 5000 К) как в самом схлопывающемся пузыре, так и в области в непосредственной близости 
от пузыря [42]. Повышение температуры при ультразвуковом воздействии оказывает негатив-
ное влияние на скорость химических реакций, в том числе на скорость деполимеризации [25]. 
При повышении температуры раствора в кавитационные пузырьки попадают пары раствори-
теля, что оказывает амортизирующий эффект при их схлопывании, что в свою очередь ведет 
к снижению силы ударной волны [25, 26]. В целом, сонохимические реакции имеют более вы-
сокие скорости при низких температурах [26].

В соответствии с рис. 1 наблюдается возрастание доли наноразмерной фракции фукоидана 
с ростом интенсивности ультразвукового воздействия. Средний гидродинамический диаметр 
полученных частиц, как и в случае молекулярной массы, имеет определенное значение для 
заданной интенсивности. Однако невысокий выход наноразмерной фракции фукоидана может 
быть связан с конформацией макромолекул полисахарида. Так, известно, что у разветвленных 
полисахаридов формы «клубка» разрыв цепи более затруднен, чем у линейных «палочковид-

Рис. 1 График зависимости размера (А) и объемной доли (Б) частиц фукоидана от интенсивности 
ультразвукового воздействия

Fig. 1. Dependence of the size (A) and volume fraction (B) of fucoidan particles on ultrasonic exposure
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ных» макромолекул (например, хитозана), вследствие того, что линейная конформация при-
водит к накоплению «тянущих сил» вдоль всей цепи [43]. Возможно, что данное затруднение 
преодолевается при повышении интенсивности ультразвуковой волны.

Дальнейшая обработка раствора полисахарида во всех случаях (более 80 мин) не привела 
к заметному уменьшению размеров частиц и доли наноразмерной фракции, поэтому является 
нецелесообразной. При увеличении рабочей амплитуды с 20 до 80 % размер получаемых ча-
стиц фукоидана сократился в 1,3 раза (рис. 1), что может быть связано с достаточным временем 
для образования кавитаций. Минимальный средний гидродинамический диаметр частиц на-
блюдается в результате ультразвукового воздействия с интенсивностью 200 Вт/см2 и составил 
85,92±32,9 нм.

Таким образом, подтверждается тезис о том, что предел размера частиц, как и молекуляр-
ной массы, находится в прямой зависимости от интенсивности ультразвуковой волны.

Значительной характеристикой при определении влияния ультразвукового воздействия 
на фукоидан является определение степени сульфатирования обработанного полисахарида. 
Степень сульфатирования –  важная характеристика при проявлении фукоиданом антикоагу-
лянтного или антипролиферативного действия [44].

В работе был использован хлоридно‑ желатиновый метод определения содержания этери-
фицированной серы, который осуществлен с использованием негидролизованного фукоидана, 
что позволило провести оценку свободной («доступной») серы, способной вступать в химиче-
ские взаимодействия, что важно при проявлении биологических свой ств.

Как показано на рис. 2, в результате сонохимической обработки степень сульфатирова-
ния снижается на 3,63 %. Снижение степени сульфатирования сопровождается изменением 
электрохимического потенциала с –10,54 до –7,5 мВ. В результате можно сделать вывод о чув-
ствительности сульфогрупп к ультразвуковому воздействию.

Важным параметром, характеризующим ультразвуковой процесс, выступает такое яв-
ление, как кавитация. Кавитация служит источником запуска многих химических процессов 

Рис. 2. Степень сульфатирования исходного фукоидана (1) и обработанного ультразвуком с частотой 
20 кГц в течение 40 мин (2)

Fig. 2. Degree of sulfation of native fucoidan (1), sonicated at a frequency of 20 kHz for 40 min (2)
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в системе, в частности инициирует радикальные реакции. В результате схлопывания кави-
тационного пузырька создается ударная волна с образованием акустического потока, приво-
дящего к формированию турбулентности из‑ за непрерывного формирования и схлопывания 
полостей в системе, при этом создаются ударные волны и горячие точки, которые вносят значи-
тельный вклад в деградацию полимера [32]. Поэтому помимо входных параметров ультразву-
ка, используемого для генерации кавитации, необходимо осуществление измерения выходных 
сигналов, создаваемых кавитацией. В работе измерение кавитации осуществлялось с помощью 
кавитометра, действие которого основано на обработке спектра кавитационного шума, так на-
зываемого белого шума, принимаемого широкополосным гидрофоном, с последующим пре-
образованием акустического сигнала в электрический. Чем интенсивнее ударная волна, тем 
более широк спектр кавитационного шума и больше электрический сигнал. Измерение кавита-
ционной активности в виде электрического сигнала осуществлялось во время ультразвукового 
воздействия на раствор полисахарида.

Исследование показало, что в ходе ультразвукового воздействия наблюдается снижение 
кавитации в течение первых 500 мс (рис. 3А). Однако затем на 6‑й минуте воздействия наблю-
дается усиление электрического сигнала, то есть рост кавитации до максимального значения 
14,1±0,37 мВ, и затем этот сигнал снижается до невысоких значений от 5,2± 0,47 до 4,4±0,28 мВ 
в пределах 40‑й минуты (рис. 3Б).

Сильный электрический сигнал в течение первых миллисекунд, возможно, обуслов-
лен высокой концентрацией газовых пузырьков в растворе. Так, одновременно осущест-
вляется схлопывание изначально существующих газовых пузырьков в системе, а также 
вновь генерируемых [45]. Однако впоследствии высокая концентрация кавитационных 
пузырьков приводит к их кластеризации. В результате кластеризации пузырьки мешают 
друг другу схлопываться из‑ за экранирования, что вызывает изменение акустической 
эмиссии, а сохранение пузырьков, в свою очередь, может блокировать передачу звука 
через жидкость к гидрофону [46], в результате чего электрический сигнал снижается. 

Рис. 3. График изменения кавитационной активности при ультразвуковом воздействии в течение первых 
500 мс (А) и 40 мин (Б)

Fig. 3. Changes in the activity of cavitation under ultrasound exposure during the first 500 ms (A) and 40 min (B)
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Таким образом, наблюдается первоначальное повышение с последующим снижением ка-
витационной активности.

Заключение

В работе выявлено действие высокоинтенсивной низкочастотной ультразвуковой об-
работки на физическо‑ химические характеристики фукоидана. Исследована квитацион-
ная активность в среде обработки, а также зависимость размера частиц полисахарида 
от интенсивности ультразвукового воздействия. Данный способ деструкции полисахари-
да позволил получить наноразмерную фракцию фукоидана со средним гидродинамиче-
ским диаметром частиц 85,92±32,9 нм. Преимуществом ультразвукового способа полу-
чения наноразмерной фракции фукоидана является возможность прямого использования 
полученного раствора, исключая стадию очистки, в создании лекарственных форм. Та-
ким образом, ультразвуковая обработка фукоидана представляет собой экологически чи-
стый, дешевый и эффективный метод модификации этого биополимера; его можно ис-
пользовать для получения низкомолекулярных фракций фукоидана с предсказуемыми 
характеристиками.

Дальнейшая работа будет направлена на подбор способа создания носителя с последую-
щей иммобилизацией тромболитического агента с использованием полученной наноразмерной 
фракции фукоидана.
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