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Приведены результаты исследования морфологии и рельефа 
поверхности плёнок хитозана солевой (С-) и основной (О-) хи-
мической формы методом атомно-силовой микроскопии. Плен-
ки формировали из раствора полимера в уксусной, молочной, 
лимонной и янтарной кислотах. Для проведения химической 
реакции соль→основание хитозана использовали NaOH и три-
этаноламин. Получены томограммы поверхности, определены 
основные морфологические характеристики и параметры шеро-
ховатости пленочных образцов. Установлено, что морфология, 
степень упорядоченности, среднеквадратичная шероховатость и 
высота неровностей поверхностного рельефа определяются хи-
мической формой полимера, природой используемой кислоты и 
реагентом реакции полимераналогичного превращения. Поверх-
ность пленок хитозана С-формы характеризуется фибриллярным 
структурным упорядочением (для сукцината хитозана – еще и 
дендритообразованием), О-формы – глобулярным. Наименьший 
размер поверхностных надмолекулярных элементов реализует-
ся для пленок хитозана С-формы, а наибольшая шероховатость 
– для пленок хитозана О-формы. Варьирование реагента хи-
мической реакции С→О-форма хитозана не влияет на морфо-
логические характеристики пленок, однако отражается на ше-
роховатости микрорельефа. Формирование более однородной 
основной пленки хитозана реализуется в среде органического 
основания. Высказано предположение, что формирование фи-
бриллярных надмолекулярных структур обусловлено разворачи-
ванием и распрямлением макроцепей вследствие отталкивания 
одноименно заряженных мономерных звеньев, глобулярных – 
сворачиванием и уплотнением макроклубков после нейтрализа-
ции совокупного заряда макроцепи. 
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В настоящее время пленки хитозана находят 
широкое применение в качестве биомедицинских 
покрытий раневых поверхностей, ткане-инженер-
ных конструкций, упаковочных материалов пище-
вых продуктов, биосенсоров различного назна-
чения и др. [1–3]. Эффективность использования 
пленок хитозана для решения данных практиче-
ских задач во многом определяется структурой их 
поверхности. Среди физико-химических методов 
визуализации топографических особенностей и 
анализа морфологического рельефа поверхности 
пленочных образцов наиболее распространенной 
является атомно-силовая микроскопия (АСМ).

Традиционно пленки хитозана С- и О-формы 
получают из его растворов в уксусной кислоте. 
Морфологическая структура поверхности таких 
пленочных образцов достаточно детально из-
учена. Методом АСМ установлено, что рельеф 
поверхности пленок зависит от молекулярной 
массы и степени деацетилирования (СД) хитозана 
[4–7], концентрации исходного раствора для фор-
мирования пленочного образца [8, 9], химической 
формы полимера [4–17]. Так, свежесформован-
ные пленки ацетата хитозана (С-форма) имеют 
практически равномерную и гладкую поверх-
ность со среднеквадратичной шероховатостью 
Ra = 0.3–2.8 нм [4, 8–13]. После перевода поли-
мера в О-форму поверхность пленок становится 
менее однородной и значение Ra увеличивается до 
5–24 нм [14–17]. Изменение топологии поверх-
ности с увеличением коэффициента шерохова-
тости наблюдается и для композитных пленок 
хитозана, получаемых из его смесей с природ-
ными (крахмал, целлюлоза, поли-L-лизин) или 
синтетическими полимерами (поливиниловый 
спирт, полиэтиленоксид) [10, 17–20], полиэлек-
тролитных комплексов (с гиалуроновой кислотой 
или альгинатом) [21, 22], либо при введении до-
бавок наночастиц (графен, наноглина) [9, 23–25], 
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жирных кислот (олеиновая, линолевая) [26], по-
верхностно-активных веществ (Твин 20, Твин 80) 
[26], ионов щелочных или щелочноземельных 
металлов (K+, Na+, Mg2+, Ca2+) [8].

Известны также исследования морфологии 
поверхности пленок хитозана, полученных из 
раствора полимера в одноосновных (муравьиной, 
молочной), двухосновных (щавелевой, малоновой, 
адипиновой, азелаиновой) и гидроксикарбоновых 
кислотах (гликолевой) [26–28]. При этом характер 
изменения топографии поверхности с увеличени-
ем параметра шероховатости пленок при переводе 
хитозана из С- в О-форму аналогичен пленкам, 
для формирования которых использовали уксус-
ную кислоту. Исключение составляют пленки, 
отлитые из раствора хитозана в муравьиной кис-
лоте, для которых перевод полимера в О-форму 
сопровождается сглаживанием поверхностного 
рельефа [27]. Отмечается, что пленки лактата и 
малоната хитозана показывают более гладкую по-
верхность и меньшее значение Ra по сравнению с 
пленкой из ацетата хитозана. Термообработка со-
левых пленок, полученных из раствора полимера 
в гликолевой кислоте, не влияет на структурную 
однородность их поверхности. Использование 
для растворения хитозана водных растворов ди-
карбоновых кислот значимо улучшает свойства 
пленочных образцов [28].

В настоящем исследовании для получения 
пленок хитозана выбраны молочная, лимонная, и 
янтарная кислоты. Они включены в государствен-
ную фармакопею РФ и применяются в медицине, 
косметологии, производстве пищевых продуктов. 
Для сравнения использовали пленки, полученные 
из растворов хитозана в уксусной кислоте.

Цель данной работы – исследование морфо-
логии и рельефа поверхности плёнок хитозана 
и его солей с уксусной, молочной, лимонной и 
янтарной кислотами методом атомно-силовой 
микроскопии.

Материалы и методы

Объектами исследования являлись плен-
ки хитозана С- и О-формы. Для их получе-
ния использовали порошкообразный хитозан 
со средневязкостной молекулярной массой 
Mη = 200 кДа, СД = 82.0 мольн.% производства 
ЗАО «Биопрогресс» и водные растворы 2% уксус-
ной (УксК), 4% лимонной (ЛимК), 2% молочной 
(МолК) и 1.5% янтарной (ЯнтК) кислот. Пленки 
формовали поливом 1.2 мас.% водно-кислотного 
раствора полимера на полиэтилентерефталатную 
подложку с последующим удалением жидкой 

фазы при комнатной температуре и нормальном 
атмосферном давлении в течение 3−4 (ацетат и 
сукцинат хитозана) и 7–9 сут (цитрат и лактат хи-
тозана). Получение готовой пленки фиксировали 
визуально по откреплению пленочного образца от 
подложки. Полимер в свежесформованных плен-
ках находился в C-форме. Для перевода хитозана 
в O-форму пленочные образцы выдерживали в 
водных растворах 4% NaOH или 50% триэтанола-
мина (ТЭА) при модуле ванны 1:10 в течение часа, 
промывали дистиллированной водой до рН=7 и 
сушили на воздухе. 

Влажность (W, %) пленочных образцов 
определяли гравиметрическим методом на ана-
литических весах OHAUS Discovery DV 215 CD 
(Швейцария), точность взвешивания ±0.0001 г. 
Толщину (d, мкм) измеряли микрометром с ценой 
деления 10 мкм. Измерения проводили несколько 
раз на различных участках пленки и рассчитывали 
среднеарифметическое значение. 

Поверхность пленок анализировали методом 
АСМ на установке NTEGRA Spectra (NTMDT-
SI, г. Зеленоград) в полуконтактном режиме. 
Использовали кантилевер NSG 10 (Tipsnano) с 
жесткостью 2.5−10 Н/м, резонансной частотой 
115−190 кГц и радиусом острия не более 10 нм. 
Перед измерением пленочные образцы прикле-
ивали на двухсторонний скотч на стеклянную 
подложку. Обработку данных для удаления фона 
и артефактов проводили в программе Gwyddion 
[29]. По данным АСМ рассчитывали средне-
квадратичную шероховатость (Ra) поверхности 
пленочных образцов и определяли максимальную 
высоту неровностей (Rh).

Результаты и их обсуждение

Методом АСМ-микроскопии проведены 
оценки морфологического рельефа поверхности 
12 пленок хитозана С- и О-формы, полученных 
из растворов в УксК, МолК, ЛимК и ЯнтК. Фа-
зово-контрастные изображения топографии по-
верхности исследованных пленочных образцов 
представлены на рис. 1. Физико-химические 
характеристики пленок и описание поверхност-
ных надмолекулярных элементов (морфология, 
размер) приведены в таблице. Сравнительный 
анализ основных параметров шероховатости по-
верхности образцов приведен на рис. 2.

Рассмотрим АСМ-топограммы пленок хито-
зана солевой формы. Поверхность пленки ацетата 
хитозана представлена фибриллярными надмо-
лекулярными элементами диаметром ~1 нм (см. 
рис. 1, а, таблица) и характеризуется сравнительно 
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Рис. 1. АСМ-топограммы поверхности пленок хитозана солевой (а, г, ж, к) и основной формы, полученной в среде 
NaOH (б, д, з, л) и ТЭА (в, е, и, м). Здесь и на рис. 2 пленки сформированы из раствора полимера в УксК (а, б, в), МолК 

(г, д, е), ЛимК (ж, з, и) и ЯнтК (к, л, м)
Fig. 1. AFM topograms of the surface of chitosan fi lms of the salt (a, d, g, j) and basic form obtained in a medium of NaOH 
(b, e, h, k) and TEA (c, f, i, l). Here and in Fig. 2 the fi lms were formed from a polymer solution in AcA (a, b, c), LacA 

(d, e, f), CitA (g, h, i), and SucA (j, k, l)

/a /b /c 

/d /e /f 

 
/g /h /i 

/j /k /l 

гладкой поверхностью с невысокими значениями 
Ra и Rh (см. рис. 2). Поверхность пленок лактата 
и цитрата хитозана имеет аналогичную морфоло-
гию (см. рис. 1, г, ж), с той лишь разницей, что 

наблюдается увеличение размера поверхностных 
надмолекулярных элементов (до ~100 и ~500 нм 
соответственно) и сглаживание микрорельефа 
образцов (см. рис. 2, таблица).

а/а б/b в/с
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Физико-химические характеристики пленок хитозана и описание надмолекулярных элементов 
их поверхности (по данным АСМ-топограмм)

Physico-chemical characteristics of chitosan fi lms and the description of the supramolecular elements 
of their surface (according to AFM topograms)

Кислота / 
Acid

Химическая 
форма 

хитозана /
Chemical form 

of chitosan

Реагент реакции 
С→О-форма 
хитозана / 

Chitosan S→B 
reagent 

Влажность / 
Moisture 
content, 

W, %

Толщина,
d, мкм /

Thickness,
d, μm 

Поверхностные надмолекулярные 
элементы / Surface supramolecular elements

Морфология / Morphology Размер, нм / 
Size, nm

УксК / 
AcA

С- / S- – 20±2 50±5 Фибриллярная / Fibrillar ~1

О- / B-
NaOH 15±1 83±3

Глобулярная / Globular ~100
ТЭА / TEA 16±2 70±5

МолК / 
LacA

С- / S- – 23±3 93±7 Фибриллярная / Fibrillar ~100

О- / B-
NaOH 19±2 115±5

Глобулярная / Globular ~200−500
ТЭА / TEA 20±2 110±5

ЛимК / 
CitA

С- / S- – 25±4 75±5 Фибриллярная / Fibrillar ~500

О- / B-
NaOH 21±2 100±5

Глобулярная / Globular ~500−700
ТЭА / TEA 20±2 100±5

ЯнтК / 
SucA

С- / S- – 17±2 50±5
Фибриллярно-ламеллярная 

дендритоподобная / 
Fibrillar-lamellar dendritic

~500

О- / B- NaOH 14±2 100±5 Глобулярная / Globular ~1000

Рис. 2. Среднеквадратичная шероховатость (а) и максимальная высота неровностей (б), оцененные по данным 
АСМ-топограмм и профиля шероховатости поверхности, пленок хитозана солевой (1) и основной формы (2, 3), 

полученной в среде NaOH (2) и ТЭА (3) 
Fig. 2. Root mean-square roughness (a) and the maximum height of irregularities (b), estimated according to AFM 
topograms and the surface roughness profi le, chitosan fi lms of the salt (1) and the basic form (2, 3) obtained in the medium 

of NaOH (2) and TEA (3)

  
 

Несколько другая структура наблюдается для 
пленки, сформированной из раствора полимера в 
ЯнтК (см. рис. 1, к). Поверхность пленки сукцина-
та хитозана представлена фибриллярно-ламелляр-
ными дендритоподобными структурами размером 
~500 нм и имеет высокую шероховатость (см. 

рис. 2, таблица). Отметим, что подобные струк-
туры наблюдались для пленок низкомолекуляр-
ного хитозана (Mη = 20 кДа) [30] и его смесей с 
плюроником F-127 [31], а также пленок хитозана, 
полученных из раствора в бензойной кислоте [32]. 
Известно, что дендритообразование характерно 

а/а б/b
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для веществ, имеющих большую склонность к 
кристаллизации, и реализуется при лимитирован-
ной диффузии реагентов. Учитывая кристалличе-
скую природу хитозана и высокую температуру 
плавления ЯнтК (183° C) можно предположить, 
что формирование пленочного образца сукцина-
та хитозана протекает в условиях, когда скорость 
кристаллизации полимерной системы обусловлена 
диффузионным массопереносом. Это не только 
способствует формированию дендритоподобных 
структур, но и отражается на параметрах шерохо-
ватости поверхностного слоя пленочного образца. 
Так, по сравнению с пленками ацетата, лактата и 
цитрата хитозана, значение среднеквадратичной 
шероховатости поверхности пленки сукцината хито-
зана возрастает в ~100 раз, а максимальной высоты 
неровностей профиля поверхности – в ~ 10 раз.

После проведения реакции полимеранало-
гичного превращения соль → основание хитозана 
морфология поверхности пленок приобретает 
специфичную глобулярную (зернистую) структу-
ру с «зернами» практически круглой формы (см. 
рис. 1, б, в, д, е, з, и, л, м). Аналогичные результа-
ты получены в работе [30] для пленок хитозана с
Mη = 250 кДа, сформованных из раствора 0.3% 
УксК, структура поверхности которых состоит из 
глобул («зерен») диаметром ~30–300 нм. 

Размер «зерноподобных» поверхностных 
надмолекулярных элементов пленок хитозана 
О-формы существенно выше размера фибрил-
лярных надмолекулярных образований пленок 
хитозана С-формы, полученных из растворов 
соответствующих кислот, и варьируется в за-
висимости от типа используемой кислоты (см. 
таблицу). Наименьший размер «зерен», ~100 нм, 
наблюдается для пленок, полученных с использо-
ванием УксК. Размер аналогичных надмолекуляр-
ных элементов пленки, полученной из раствора 
хитозана в МолК, увеличивается до ~200–500 нм. 
Для пленочных образцов, сформированных из 
растворов полимера в ЛимК и ЯнтК, размер «зе-
рен» составляет ~0.5−0.7 и ~1 мкм. Интересно, 
что для образцов, полученных из растворов в 
ЛимК, «зерна» ориентированы преимущественно 
в одном направлении (см. рис. 1, з, и). 

Как и следовало ожидать, значения параме-
тров шероховатости увеличиваются по сравнению 
с Ra и Rh солевых пленок, в среднем в ~10–20 
раз (см. рис. 2). Не соответствуют данной за-
кономерности лишь пленки хитозана О-формы, 
полученные из ЯнтК, для которых наблюдается 
сглаживание макрорельефа, как и в случае пле-
нок, полученных из муравьиной кислоты [27]. 
Такой характер изменения параметров шерохо-
ватости при переводе полимера из С- в О-форму 

согласуется с высказанным предположением, что 
лимитирующей стадией формирования сукцината 
хитозана является диффузионный массоперенос.

Варьирование реагента химической реакции 
С→О-форма хитозана практически не влияет 
на морфологию и размер поверхностных над-
молекулярных элементов, однако отражается 
на шероховатости поверхностного рельефа (см. 
рис. 2). Пленки хитозана О-формы, полученные 
с использованием NaOH, имеют более высокие 
значения среднеквадратичной шероховатости и 
максимальной высоты неровностей, по сравнению 
с образцами, полученными в среде ТЭА. При 
этом наиболее ярко выраженное «сглаживание» в 
случае использования ТЭА по сравнению с NaOH 
наблюдается для пленок, сформированных из рас-
творов хитозана в ЛимК и ЯнтК.

Исходя из полученных экспериментальных 
данных можно предположить два варианта фор-
мирования надмолекулярных структур в иссле-
дованных пленочных образцах. Первый вариант 
реализуется в пленках хитозана солевой формы 
(см. рис. 1, а, г, ж, к). При растворении хитозана 
в водно-кислотной среде происходит солеобра-
зование вследствие протонирования −NH2 групп 
макроцепи. Одноименно заряженные мономерные 
звенья, с одной стороны, вследствие эффекта от-
талкивания способствуют разбуханию макромо-
лекулярных клубков, а с другой – препятствуют 
формированию сетки внутри- и межмолекуляр-
ных контактов. По мере испарения растворителя 
макромолекулы разворачиваются и формируют 
удлиненные фибриллярные надмолекулярные 
структуры. Во втором варианте, пленки основной 
формы (см. рис. 1, б, в, д, е, з, и, л, м), нейтрализа-
ция совокупного заряда макроцепи способствует 
сворачиванию и уплотнению макроклубков, что 
приводит к формированию надмолекулярных 
структурных элементов в виде «зерен» круглой 
формы. Размер и пространственное упорядочение 
последних определяется типом кислоты, исполь-
зуемой для растворения полимера при получении 
пленочного образца. 

Таким образом, можно констатировать, что 
морфология, степень упорядоченности, средне-
квадратичная шероховатость и высота неровно-
стей поверхностного рельефа пленок хитозана 
определяются не только химической формой 
полимера, но и природой используемой для его 
растворения кислоты и реагентом реакции нейтра-
лизации протонированных аминогрупп макроце-
пи. Полученные характеристики поверхностного 
рельефа пленочных образцов могут быть исполь-
зованы для создания новых хитозансодержащих 
материалов биомедицинского назначения.
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The results of the study of the morphology and surface topography 
of chitosan films of the salt (S-) and basic (B-) chemical form by 
atomic force microscopy are presented. The films were cast from 
polymer solutions in acetic, lactic, citric and succinic acid. NaOH 
and triethanolamine were used for the salt → chitosan base reac-
tion. Surface tomograms were obtained; the main morphological 
characteristics and roughness parameters of the film samples were 
estimated. It was found that the morphology, the degree of order, 
root-mean-square roughness and the height of the surface rough-
ness were determined by the polymer chemical form, the nature 
of the acid used and the reagent of the polymer-like conversion 
reaction. The surface of the S-form chitosan films is characterized 
by fibrillar structural ordering (also dendritic for chitosan succinate), 
and that of the B-form is globular. The smallest size of surface 
supramolecular elements was observed for the S-form chitosan 
films, while the greatest roughness was for the B-form ones. Chang-
ing the reagent of the chitosan S → B reaction did not affect the 
morphological characteristics of the films; however, it affected the 
microrelief roughness. A more uniform basic chitosan film is formed 
in an organic base environment. It was suggested that the formation 
of fibrillar supramolecular structures was due to the unfolding and 
straightening of macrochains because of the repulsion of the same 
charged monomer units, while the globular ones were formed due 
to the folding and densification of macrocoils after neutralizing the 
total charge of the macrochain.
Keywords: chitosan, films, atomic force microscopy, surface 
morphology, roughness parameters.
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