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ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА ГИДРОГЕЛЕЙ  
НА ОСНОВЕ НАНОКОМПОЗИТА ПЕКТИН-Ag, СОДЕРЖАЩИХ КАНАМИЦИН

Аннотация. Методом ионотропного желирования получены гидрогели на основе нанокомпозита пектин-Ag, об-Ag, об-, об-
ладающие собственной антибактериальной активностью (МИКAg = 0,02–0,81 мМ). Показано, что синтезированные 
гидрогели имеют высокую емкость по канамицину (до 70 мас. %). Полученные гидрогели обеспечивают пролонги- %). Полученные гидрогели обеспечивают пролонги-%). Полученные гидрогели обеспечивают пролонги-
рованное высвобождение канамицина в физиологическом растворе и усиливают его антибактериальное действие 
(снижение МИК в 10–20 раз) за счет синергетического эффекта. 
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Abstract. The hydrogels based on nanocomposite pectin-Ag exhibiting the antibacterial activity (MIСAg = 0.02–0.81 mM) 
were obtained by ionotropic gelation. It was shown that the synthesized hydrogels had a high capacity for kanamycin (up  
to 70 wt. %). The obtained hydrogels provided a prolonged release of kanamycin in 0.9 % NaCl and enhanced its antibacterial 
activity (MIC decreased 10–20 times) due to the synergistic effect.
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Введение. Разработка новых лекарственных форм антибиотиков, в том числе пролонгиро-
ванного действия, является актуальной задачей современной фармакологии. В качестве материа-
ла при разработке таких носителей могут быть использованы композиты биополимеров с нано-
частицами серебра. Так, известно, что природные полисахариды, например, пектины, обладают 
широким спектром физиологической активности и способны пролонгировать действие лекар-
ственных соединений [1; 2]. К преимуществам неорганических наночастиц (Ag, ZnO, TiO2, Au), 
обладающих антимикробными свойствами, по сравнению с традиционными антибиотиками 
можно отнести их длительный терапевтический эффект и способность разрушать биопленки 
[3–5]. Кроме того, в отличие от органических антибиотиков резистентность микроорганизмов  
к неорганическим наночастицам не развивается. Таким образом, представляет интерес получе-
ние композиционных носителей, включающих полисахариды и неорганические наночастицы  
с антибактериальными свойствами.
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Включение антибактериальных лекарственных соединений в такие гибридные полимер-не-
органические носители позволит не только защитить действующее вещество от нежелательного 
разрушения в желудочно-кишечном тракте и обеспечить его пролонгированное высвобождение, 
но и получить новую лекарственную форму, содержащую два разных класса антибиотиков.  
В таких лекарственных формах может быть реализован синергизм действия антибиотиков,  
а также преодолена резистентность микроорганизмов [4–6].

Цель работы – получить гидрогели на основе нанокомпозита пектин-Ag, в том числе содер-Ag, в том числе содер-, в том числе содер-
жащие канамицин, и изучить их антибактериальную активность. 

Экспериментальная часть. Гидрогели получали методом ионотропного желирования [7] 
гидрозолей пектин-Ag по стандартной методике [8]. В качестве сшивающего агента использова-Ag по стандартной методике [8]. В качестве сшивающего агента использова- по стандартной методике [8]. В качестве сшивающего агента использова-
ли ионы Са2+, массовое соотношение пектин : СaCl2 составляло 1 : 10. Предварительно синтези- : 10. Предварительно синтези-: 10. Предварительно синтези- 10. Предварительно синтези-10. Предварительно синтези-
ровали гидрозоли нанокомпозита пектин-Ag путем химического восстановления нитрата серебра 
пектином в щелочной среде при комнатной температуре [9]. Концентрация AgNO3 в реакцион-
ной смеси – 2,0 мМ. Использовали пектин высокометоксилированный цитрусовый (Пект(Citrus), 
степень этерификации 71 %, Mν = 141 · 103), низкометоксилированный (Пект(Classic), степень 
этерификации 35–42 %, Mν = 89 · 103) и низкометоксилированный амидированный (Пект(Amid), 
степень этерификации 32 %, степень амидирования 18 %, Mν = 120 · 103). 

Значение ζ-потенциала наночастиц определяли по их электрофоретической подвижности  
с помощью анализатора Zetasizer Nano-ZS (Malvern, Великобритания).

Канамицин (КАН) вводили в гидрогели сорбцией. Количество включенного антибиотика 
определяли фенол-сернокислым методом (проба Молиша) [10], анализируя супернатанты до  
и после сорбции. К 1 мл супернатанта приливали 1 мл 2,5 %-ного водного раствора фенола  
и 5 мл концентрированной серной кислоты, через 10 мин записывали спектр поглощения супер-
натанта на спектрофлуориметре СМ 2203 (Solar, Беларусь) в 1 см кварцевой кювете и рассчиты-
вали концентрацию КАН в нем по предварительно построенному калибровочному графику 
Aλ=480 = ƒ(CКАН).

Эффективность включения (ЭВ, %) КАН в гель рассчитывали по формуле
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где m0 и m1 – масса антибиотика в исходном растворе и супернатанте соответственно (мг).
Массовую долю (ω, %) канамицина в геле определяли по формуле
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где mКАН = m0 – m1 – масса (мг) канамицина в геле; mсг – масса (мг) лиофильно высушенного 
геля, содержащего канамицин. Для получения лиофилизированных порошков использовали  
лиофильную сушилку Labconco FreeZone 1.0 (при –47,0 °С в течение 16 ч и давлении 0,04 мбар).

Для изучения кинетики высвобождения канамицина из геля влажный осадок (2 г) в диализ-
ном мешке (размер пор 14 кДа, Sigma D9277-100FT) помещали в фосфатно-солевой буфер (ФСБ) 
с рН 7,4 (кислотность плазмы крови) и инкубировали при 37,0 °С (водяная баня LOIP LB-140, 
Россия). Для спектрофотометрического определения количества высвободившегося канамицина 
в течение всего процесса инкубации отбирали аликвоту (1 мл) среды, заменяя ее эквивалентным 
объемом свежего раствора, и после проведения пробы Молиша записывали спектр поглощения. 

Антибактериальную активность полисахаридных нанокомпозитов пектин-Ag и гидрогелей 
на их основе, в том числе содержащих канамицин, исследовали диффузионным методом «лу-
нок», используя стандартную питательную среду (мясо-пептонный агар) для спорообразующих 
бактерий и стандартную питательную среду на основе гидролизата рыбной муки для грамотри-
цательных бактерий [11]. Минимальную ингибирующую концентрацию (МИК) определяли ме-
тодом двойных десятикратных разведений в стерильных пробирках. За МИК нанокомпозитов  
и гидрогелей на их основе, в том числе содержащих антибиотик, принимали концентрацию, при-
водящую к подавлению видимого роста грамположительных и грамотрицательных бактерий. 
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Антибактериальную активность полученных материалов изучали, используя 4 штамма 
грамположительных спорообразующих бактерий рода Bacillus (B. pumilus БИМ В-211, B. pumilus 
БИМ В-373, B. subtilis БИМ В-25, B. subtilis БИМ В-210) и два штамма грамотрицательных бакте-
рий (Pseudomonas aeruginosa БИМ В-153 и Escherichia coli БИМ В-378).

Результаты и их обсуждение. Результаты атомно-силовой микроскопии, рентгенофазового 
анализа, ИК, УФ и видимой спектроскопии показали, что синтезированные методом «зеленой» 
химии нанокомпозиты пектин-Ag представляют собой наночастицы Ag0, стабилизированные 
пектиновой оболочкой, имеют размер <50 нм, сферическую форму (рис. 1) и обладают отрица-
тельным зарядом поверхности –(50–70 мВ). Высокий отрицательный заряд поверхности частиц 
пектин-Ag обусловлен наличием ионизированных карбоксильных групп пектина.

При взаимодействии нанокомпозитов пектин-Ag c ионами Ca2+ происходит формирование 
отрицательно заряженных гидрогелей с высоким содержанием воды (~98 мас. %), обусловлен- мас. %), обусловлен-мас. %), обусловлен- %), обусловлен-%), обусловлен-
ным способностью гидрофильных полимерных цепей пектина связывать и удерживать воду 
[12; 13].

Количество включенного канамицина в гидрогель Пект(Citrus)-Ag (25 : 1) прямо пропорцио-Citrus)-Ag (25 : 1) прямо пропорцио-)-Ag (25 : 1) прямо пропорцио-Ag (25 : 1) прямо пропорцио- (25 : 1) прямо пропорцио- : 1) прямо пропорцио-: 1) прямо пропорцио- 1) прямо пропорцио-1) прямо пропорцио-
нально его концентрации в растворе. При использовании разбавленных растворов канамицина 
(0,5–15 мг/мл) эффективность его включения в гели составляет ~40 % от исходного количества 
вещества в растворе, а при дальнейшем увеличении концентрации до 100 мг/мл значение ЭВ 
уменьшается в 1,5–2,0 раза. Массовая доля включенного канамицина в гидрогель не превышает 
3 мас. %, а по сухому веществу возрастает с увеличением его концентрации в растворе от 0,5 до 
15,0 мг/мл, достигает 60–66 мас. % и практически не изменяется с ростом концентрации веще-
ства в растворе вплоть до 80 мг/мл. Это обусловлено достижением максимально возможной ем-
кости геля по канамицину. 

Величина ζ-потенциала исходных гелей равна –(15–17) мВ и практически не изменяется при 
включении антибиотика из его растворов с концентрацией 0,5–5,0 мг/мл. В то же время сорбция 
КАН из его концентрированных растворов сопровождается уменьшением по абсолютному зна-
чению величины ζ-потенциала геля примерно в 2–3 раза (до –6 мВ). Вероятно, в разбавленных 
растворах включение канамицина в гели происходит только за счет его сорбции и механическо-
го удержания в полимерной сетке гидрогеля, тогда как в концентрированных растворах наблю-
дается дополнительное электростатическое взаимодействие положительно заряженных групп 
(NH3

+) канамицина и отрицательно заряженных групп (COO–) пектина.
Кинетика высвобождения канамицина из гелей существенно не зависит от массового соот-

ношения пектин : серебро в составе исходного нанокомпозита. Однако биодоступность канами-
цина зависит от типа нанокомпозита, входящего в состав геля. Так, из гидрогелей на основе ком-

Рис. 1. АСМ-изображение нанокомпозитов Сitrus-Ag (а), Classic-Ag (b) и Amid-Ag (c), синтезированных при массовом 
соотношении пектин : Ag = 25 : 1

Fig. 1. AFM-images of nanocomposites Сitrus-Ag (а), Classic-Ag (b) и Amid-Ag (c), synthesized with pectin :  
Ag = 25 : 1 mass ratio
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позита Amid-Ag наблюдается практически 
полное высвобождение (до 100 % от включен-
ного) канамицина в течение ~6 ч. В то же время 
выход КАН из гидрогелей на основе Citrus-Ag 
и Classic-Ag достигает 50–70 % от включенно-Classic-Ag достигает 50–70 % от включенно--Ag достигает 50–70 % от включенно-Ag достигает 50–70 % от включенно- достигает 50–70 % от включенно-
го вещества в течение 100–150 мин, а затем 
практически не изменяется (рис. 2, кривые 1, 2). 
Синтезированные гидрогели являются ионо-
тропными, их пространственная структурная 
сетка закреплена за счет переплетения моле-
кул и ионных, водородных связей и гидро- 
фобных взаимодействий, которые могут быть 
разрушены при изменении ионной силы и pH 
среды [14]. Следовательно, высвобождение ка-
намицина может быть связано как с десорбци-
ей, так и с разрушением полимерной матрицы. 
Наибольшая потеря массы после выдержива-
ния в ФСБ характерна для гидрогелей Amid-Ag – ~90 %, что в 2–3 раза больше, чем для гидроге-Amid-Ag – ~90 %, что в 2–3 раза больше, чем для гидроге--Ag – ~90 %, что в 2–3 раза больше, чем для гидроге-Ag – ~90 %, что в 2–3 раза больше, чем для гидроге- – ~90 %, что в 2–3 раза больше, чем для гидроге-
лей на основе Classic-Ag и Citrus-Ag. Таким образом, практически полное высвобождение кана-Classic-Ag и Citrus-Ag. Таким образом, практически полное высвобождение кана--Ag и Citrus-Ag. Таким образом, практически полное высвобождение кана-Ag и Citrus-Ag. Таким образом, практически полное высвобождение кана- и Citrus-Ag. Таким образом, практически полное высвобождение кана-Citrus-Ag. Таким образом, практически полное высвобождение кана--Ag. Таким образом, практически полное высвобождение кана-Ag. Таким образом, практически полное высвобождение кана-. Таким образом, практически полное высвобождение кана-
мицина из гидрогелей на основе композита Amid-Ag связано с разрушением полимерной матри-
цы. В случае гидрогелей Classic-Ag и Citrus-Ag частичный (2/3 от включенного) релиз вещества 
обусловлен главным образом изменением ионной силы среды: ослаблением электростатического 
взаимодействия канамицина и гидрогеля за счет экранирования их зарядов низкомолекулярны-
ми электролитами буферного раствора. Это согласуется с литературными данными по высво-
бождению мирамистина из частиц пектината кальция, полученными авторами [15].

Антибактериальная активность синтезированных гидрозолей и гидрогелей на их основе за-
висит от массового соотношения пектин : Ag в них. Так, в отношении выбранных штаммов бак-Ag в них. Так, в отношении выбранных штаммов бак- в них. Так, в отношении выбранных штаммов бак-
терий образцы пектин-Ag (25 : 1) более активны по сравнению с пектин-Ag (10 : 1) (рис. 3). 
Диско-диффузионным методом показано, что ингибирующая активность исходных гидрозолей 
пектин-Ag (25 : 1) в отношении штаммов Bacillus увеличивается в ряду Amid-Ag > Classic-Ag > 
Citrus-Ag. При этом антибактериальная активность гидрозоля Citrus-Ag сопоставима с действи-Ag. При этом антибактериальная активность гидрозоля Citrus-Ag сопоставима с действи-. При этом антибактериальная активность гидрозоля Citrus-Ag сопоставима с действи-Ag сопоставима с действи- сопоставима с действи-
ем антибиотика канамицина (рис. 3).

По отношению к штаммам грамположительных бактерий значение МИК синтезированных 
гидрогелей составляет 0,02–0,81 мМ и зависит от типа пектина, входящего в состав нанокомпо-
зита (таблица). Так, наибольшее ингибирующее действие проявляют гидрогели, синтезирован-
ные на основе Пект(Citrus): МИК = 0,02–0,09 мМ. Следует отметить, что полученные значения 

Рис. 2. Кинетика высвобождения канамицина из гидроге-
лей пектин-Ag (25 : 1) в ФСБ с рН 7,4 при 37 °С: 1 – 

Classic-Ag, 2 – Citrus-Ag, 3 – Amid-Ag
Fig. 2. Kinetics of kanamycin release from hydrogels in PBS 
with pH 7.4 at 37 °C: 1 – Classic-Ag (25 : 1), 2 – Citrus-Ag 

(25 : 1), 3 – Amid-Ag (25 : 1)

Рис. 3. Зоны ингибирования роста бактерий B. subtilis В-210 (а) и B. subtilis B-25 (b) синтезированными гидрозолями: 
1 – Classic-Ag (10 : 1), 2 – Citrus-Ag (10 : 1), 3 – Amid-Ag (10 : 1), 4 – Classic-Ag (25 : 1), 5 – Citrus-Ag (25 : 1), 6 – Amid-Ag 

(25 : 1) и 7 – антибиотиком канамицином (1 мг/мл)
Fig. 3. Inhibition zones of the synthesized nanocomposites: 1 – Classic-Ag (10 : 1), 2 – Citrus-Ag (10 : 1), 3 – Amid-Ag (10 : 1), 
4 – Classic-Ag (25 : 1), 5 – Citrus-Ag (25 : 1), 6 – Amid-Ag (25 : 1) and 7 – antibiotic kanamycin (1 mg/ml) against B. subtilis 

В-210 (a) and B. subtilis B-25 (b)
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МИК для гидрогелей сопоставимы со значениями МИК (0,39–1,55 мМ) для исходных наноком-
позитов. Это свидетельствует о сохранении антибактериальной активности синтезированных 
частиц, входящих в состав гидрогеля. 

МИК для гелей пектин-Ag (25 : 1), в том числе содержащих канамицин,  
в отношении штаммов грамотрицательных и грамположительных бактерий

Minimum inhibitory concentrations of pectin-Ag hydrogels (25 : 1) including kanamycin-containing,  
against gram-negative and gram-positive bacteria

Тип образца 
Sample

B. subtilis 
БИМ В-25

B. pumilus 
БИМ В-373

В. subtilis 
БИМ В-210

B. pumilus 
БИМ В-211

E. coli 
БИМ B-378

МИК 
канамици-
на, мг/мл

MIC  
of kanamy- kanamy-kanamy-
cin, mg/ml

МИК Ag, 
мМ

MIC of Ag, 
mM

МИК 
канамици-
на, мг/мл

MIC  
of kanamy-
cin, mg/ml

МИК Ag, 
мМ

MIC of Ag, 
mM

МИК 
канамици-
на, мг/мл

MIC 
 of kanay- 
 cin, mg/ml

МИК Ag, 
мМ

MIC of Ag, 
mM

МИК 
канамици-
на, мг/мл

MIC  
of kanamy-
cin, mg/ml

МИК Ag, 
мМ

MIC of Ag, 
mM

МИК 
канамици-
на, мг/мл

MIC  
of kanamy-
cin, mg/ml

МИК Ag, 
мМ

MIC of Ag, 
mM

Канамицин 0,08 – 0,08 – 0,08 – 0,08 – 2,6 · 10–3 –
Гель Citrus-Ag – 0,02 – 0,02 – 0,09 – 0,09 – 0,2
Гель Classic-Ag – 0,18 – 0,18 – 0,39 – 0,39 – 0,2
Гель Amid-Ag – 0,39 – 0,39 – 0,81 – 0,81 – N/A
Гель Citrus-
Ag + КАН 5,6 · 10–3 0,01 5,6 · 10–3 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 6,0 · 10–4 1,0 · 10–3

Гель Classic-
Ag + КАН 0,025 0,025 0,025 0,025 0,05 0,05 0,05 0,05 6,0 · 10–4 1,0 · 10–3

Гель Amid-
Ag + КАН 0,05 0,09 0,05 0,09 0,11 0,18 0,11 0,18 6,0 · 10–4 1,0· 10–3

Грамотрицательные бактерии обладают сопоставимой со штаммами грамположительных 
бактерий чувствительностью к синтезированным на основе Classic-Ag и Citrus-Ag гидрогелям: 
значения МИК – 0,2 мМ (таблица). Однако для гидрогелей на основе Amid-Ag не зарегистриро-Amid-Ag не зарегистриро--Ag не зарегистриро-Ag не зарегистриро- не зарегистриро-
вано ингибирования роста штаммов Pseudomonas aeruginosa БИМ В-153 и Escherichia coli БИМ 
В-378.

Для гидрогелей, содержащих канамицин, по сравнению с исходным антибиотиком наблюда-
ется увеличение диаметра зон ингибирования и значительное снижение значения МИК (табли-
ца, рис. 4). Так, для штаммов грамположительных бактерий B. subtilis БИМ В-25 и B. pumilus 
БИМ В-373 значение МИК по канамицину, включенному в гель на основе Пект(Citrus), снижает-
ся на порядок по сравнению со значением МИК нативного канамицина. Аналогичный эффект 
уменьшения МИК по канамицину для этих образцов наблюдается и в отношении грамотрица-
тельных бактерий E. coli БИМ B-378 (таблица).

Рис. 4. Зоны ингибирования роста бактерий E. coli БИМ В-373 синтезированными гидрозолями (а), гидрогелями (b) 
и гидрогелями с канамицином (c): 1 – Classic-Ag, 2 – Citrus-Ag, 3 – Amid-Ag и 4 – антибиотиком канамицином (диск 

30 мг/мл). Массовое соотношение пектин : Ag = 25 : 1
Fig. 4. Inhibition zones of the synthesized hydrosols (а), hydrogels (b) and kanamycin-containing hydrogels (c) against 
E. coli В-373: 1 – Classic-Ag, 2 – Citrus-Ag, 3 – Amid-Ag and 4 – antibiotic kanamycin (disk 30 mg/ml). Pectin : Ag = 25 :  

1 mass ratio
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Для гидрогелей, содержащих канамицин, по сравнению с исходными гелями в отношении 
грамотрицательных бактерий характерно значительное снижение МИК и по Ag0. Так, для всех 
типов гелей, содержащих канамицин, МИКAg = 1,0 · 10–3 мМ, что в 20 раз меньше, чем для ис-
ходных гидрогелей (таблица).

Таким образом, включение канамицина в гидрогели приводит к синергетическому антибак-
териальному эффекту. Причем в случае с гидрогелями Citrus-Ag, содержащими канамицин, зна-Ag, содержащими канамицин, зна-, содержащими канамицин, зна-
чительное уменьшение значения МИК как по Ag0, так и по канамицину указывает на возмож-
ный потенцированный синергизм. 

Заключение. Методом ионотропного желирования получены гидрогели на основе наноком-
позита пектин-Ag, обладающие собственной антибактериальной активностью и пригодные для 
включения до 70 мас. % канамицина. Показано, что синтезированные гидрогели обеспечивают 
не только пролонгированное высвобождение канамицина в физиологическом растворе, но и уси-
ление его антибактериального действия за счет синергетического эффекта.
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