








 

 

АҢДАТПА 

 

Диссертациялық жұмыс 116 беттен тұрады, оның ішінде 35 сурет, 9 

кесте, 105 дереккөз қамтылған. 

Түйінді сөздер: геллан, золь-гель ауысуы, офлоксацин, фракциялау, көз 

тамшылары, офтальмология. 

Зерттеу нысаны: Геллан биополимері – бактерия Sphingomonas elodea 

(кейде Pseudomonas elodea) арқылы ферментативті жолмен синтезделетін 

табиғи полисахарид. 

Жұмыстың мақсаты: Жоғары молекулалық биополимер гелланды 

фракциялау әдісі арқылы төмен молекулалы гелланды алу, оның физика-

химиялық қасиеттерін анықтау және оны фармацевтикада дәрілік зат ретінде 

қолдану үшін модификациялау. 

Зерттеу әдістері: Фракциялау, идентификация, модификация және 

гель түзілу процесін, мукоадгезивтік қасиеттер мен дәрілік заттың бөліну 

кинетикасын зерттеу. 

Жұмыстың нәтижелері мен жаңалығы: Зерттеу барысында төмен 

молекулалық фракцияларды алу үшін гелланды фракциялау әдістемесі 

қолданды. Барлық алынған фракциялар зерттеліп, олардың молекулалық 

массалары анықталды. Әсіресе геллан фракцияларының гель түзушілік 

қасиеттері зерттеліп, оңтайлы төмен молекулалық фракция таңдалды. 

Гелланның бастапқы және модификацияланған түрлерінің мукоадгезивтік 

қасиеттері мен дәрілік заттың ультражұқа гелландық үлбірлерден бөлінуі 

зерттелді. 

Жалпы, алынған нәтижелер жаңашыл сипатқа ие және төмен 

молекулалық массалы геллан фракцияларын медицина мен фармацевтикада 

қолданудың жаңа мүмкіндіктерін ашады. 

Мемлекеттік ғылыми-зерттеу бағдарламаларымен байланысы: 

Диссертациялық жұмыс AP13067773-OT-24 «Геллан мен офлоксацин 

негізінде ұзақ әсер ететін көз тамшыларын дайындаудың ғылыми негіздері 

мен технологиясын әзірлеу» (2022–2024 жж.) жоба аясында орындалды. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

АННОТАЦИЯ 

 

Диссертация содержит: 116 с., 35 рис., 9 табл., 105 источников. 

Ключевые слова: геллан, золь-гель переход, офлоксацин, 

фракционирование, глазные капли,  офтальмалогия. 

Объект исследования: биополимер геллан - природный полисахарид, 

производимый ферментативным путем с помощью бактерии Sphingomonas 

(иногда Pseudomonas) elodea. 

Цель исследования: получение фракционированного 

низкомолекулярного биополимера геллана, определение его физико-

химических характеристик и модификация для применения в 

фармацевтической разработке лекарственных средств. 

Метод или методология проведения работы: Фракционирование, 

идентификация, модификация и изучение гелеобразование, мукоадгезивных 

свойств и кинетика выхода лекарственных веществ. 

Результаты работы и их новизна были представлены в исследовании, в 

котором разработана методика фракционирования для получения 

низкомолекулярных фракций геллана. В ходе работы были изучены все 

полученные фракции геллана, а также определена их молекулярная масса. 

Особое внимание было уделено изучению гелеобразования фракции геллана, 

с целью выбрать оптимальную фракцию с низкой молекулярной массой. 

Также были проведены исследования мукоадгезивных свойств геллана и 

модифицированного геллана. Были изучены выходы лекарственного 

вещества из ультратонких геллановых пленок. 

В целом, полученные результаты являются новаторскими и открывают 

новые возможности в использовании геллановых фракций с низкой 

молекулярной массой в медицине и фармацевтике. 

Связь с государственными научно-исследовательскими программами: 

Диссертационная работа выполнена в рамках проекта AP13067773-OT-24 

«Разработка научных основ и технологии приготовления глазных капель 

пролонгированного действия на основе геллана и офлоксацина» (2022-

2024гг.) 



 

 

SUMMARY 

 

The dissertation consists of 116 pages, including 35 figures, 9 tables, and 

105 references.  

Keywords: gellan, sol-gel transition, ofloxacin, fractionation, eye drops, 

ophthalmology. 

Object of the study: The object of the research is the biopolymer gellan – a 

natural polysaccharide produced enzymatically by the bacterium Sphingomonas 

elodea (sometimes Pseudomonas elodea). 

Aim of the study: To obtain a fractionated low-molecular-weight gellan 

biopolymer, determine its physicochemical properties, and modify it for use in the 

pharmaceutical development of drug formulations. 

Method or methodology: Fractionation, identification, modification, and the 

study of gelation behavior, mucoadhesive properties, and drug release kinetics. 

Results and novelty: The research presents a methodology for fractionating 

gellan to obtain low-molecular-weight fractions. All obtained gellan fractions 

were studied, and their molecular weights were determined. Special attention was 

given to studying the gelation capacity of the gellan fractions to identify the 

optimal low-molecular-weight fraction. The mucoadhesive properties of both 

native and modified gellan were investigated, along with drug release from 

ultrathin gellan-based films. 

Overall, the results are innovative and open new prospects for the 

application of low-molecular-weight gellan fractions in medicine and 

pharmaceutical formulations. 

Relevance to state scientific research programs: The dissertation was 

carried out within the framework of the project AP13067773-OT-24 

"Development of scientific foundations and technology for the preparation of 

prolonged-release eye drops based on gellan and ofloxacin" (2022–2024). 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Геллановая камедь привлекает большое внимание исследователей 

благодаря широкому применению в биотехнологии, медицине и 

нефтедобыче.[1-3] Повторяющиеся мономерные звенья геллановой камеди 

состоят из следующих остатков: 1,3-β-D-глюкозы, 1,4-β-D-глюкуроновой 

кислоты, 1,4-β-D-глюкозы и 1,4-α-L-рамнозы.[4] Геллан, содержащий 

лекарственные вещества, может быть использован в фармацевтике в 

пероральной, буккальной, назальной, офтальмологической, вагинальной и 

других формах[2].  Ранее была разработана система доставки 

офтальмологических лекарственных средств на основе комплекса геллана с 

антимикробным препаратом – офлоксацином[5]. Было обнаружено, что 

гелеобразование геллана в ответ на имитацию слезной жидкости подходит 

для офтальмологических препаратов в условиях in vitro в качестве 

загущающего компонента, препятствующего дренажу из глаза и 

продлевающего время удержания лекарственного средства[6]. Однако 

чрезвычайно высокая молекулярная масса первозданного геллана[7] в 

диапазоне (5-10)105 ограничивает широкое применение геллана, в качестве 

системы доставки лекарственных средств.  

С целью расширить применение геллана для создания 

высокоэффективных систем доставки лекарств, были поставлены следующие 

задачи: 

- Фракционировать  коммерческий геллан для получения 

низкомолекулярных фракций разными методами и провести их физико-

химическую идентификацию; 

- Исследовать золь-гель переход и реологические характеристики 

геллана и его фракций в условиях смоделированной искусственной слезной 

жидкости (в присутствии низкомолекулярных солей, при варьировании pH и 

температуры); 

- Оценить влияние офтальмологического лекарственного 

препарата на процесс гелеобразования геллана и его фракций; 

- Модифицировать низкомолекулярные фракции геллана, 

исследовать полученные образцы и сравнить их свойства с исходными с 

целью оптимизации гелеобразующих и реологических характеристик. 

Коммерческий низкомолекулярный геллан был очищен методом 

фракционного растворения. Водный раствор очищенного коммерческого 

низкомолекулярного геллана обладал полиэлектролитными свойствами 

благодаря высокой молярной массе и карбоновым группам во фрагментах 

глюкуроновой кислоты.  Эмпирическое уравнение Фуосса определило 

внутреннюю вязкость очищенного геллана в воде без соли. 

Фракционирование коммерческого геллана осуществлялось с помощью 

ультразвуковой обработки и методом дробного осаждения. Фракции геллана 

были охарактеризованы с помощью протонной ЯМР- и ИК- спектроскопии. 

Внутреннюю вязкость образцов низкомолеклярного геллана измеряли в 0,025 
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М хлорида тетраметиламмония. Молекулярные массы фракций геллана были 

определены с помощью уравнения Марка-Куна-Хоувинка. Кроме того, 

осуществлена модификация геллана с помощью полиоксазолина и 

подтверждена привязка сополимеров Геллан-PEtОx при помощи ИК-

спектроскопии. 
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1 Основная часть 

 

1.1  Биополимер геллан 

 

В течение последних нескольких десятилетий микробные 

полисахариды интенсивно изучались благодаря их выгодным физико-

химическим свойствам. В настоящее время одним из наиболее широко 

изученных и всесторонне описанных представителей этой группы является 

геллан - линейный полимер, природный полисахарид, производимый 

ферментативным путем с помощью бактерии Sphingomonas (иногда 

Pseudomonas) elodea [8, 9], повторяющееся звено в макромолекулярной 

структуре состоит из остатков 4 полисахаридов: 2х β-D-глюкоз, β-D-

глюкуроновой кислоты и α-L-рамнозы (Рис. 1): 

 

 

 

Рисунок 1 – Структура повторяющегося звена геллана 

 

В работе[10] представлены химические и физические свойства геллана. 

Нативный геллан состоит из высокоацильных и низкоацильных 

предшественников [9]. Основное различие между ними заключается в том, 

что высокоацильный геллан содержит два ацильных заместителя: ацетил и L-

глицерил [11]. Низкоацильный геллан получают путем удаления ацильных 

остатков щелочным гидролизом [12]. Различия между гелланом с высоким и 

низким содержанием ацила описаны в работе [13] 

Авторы Morris et al. [14] всесторонне рассмотрели структуру, 

конформацию, гелеобразование, топологию, реологию и аспекты применения 

геллана. Конформационные и золь-гель-фазовые переходы геллановых смол , 

индуцированные температурой, добавлением соли, изменением рН и т.д., 

стали основным предметом многих исследований [15-20]. 

До сих пор большинство исследований было сосредоточено на 

применении геллана в качестве пищевого ингредиента – геллановая камедь 

применяется в качестве желирующего агента. Кроме того, применяется в 

различных отраслях науки, например, в качестве желирующего агента 

бактериологических сред, а также в качестве гелеобразующего агента в 

соленой воде (пластовые воды) для повышения нефтеотдачи пластов. 

Однако в последние годы наблюдается рост исследований на применение 

геллана в медицине[21-29]. 
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1.2 Применение геллана в промышленности и науке 

 

Биополимер геллан имеет широкое применение в различных отраслях 

промышленности и науки, а именно пищевой промышленности, 

микробиологии, биомедицине и тканевой инженерии, фармацевтике и .  

Геллан используется в качестве желирующего агента в производстве 

пищевых продуктов[30-32], а именно молочных и растительных напитков, 

различных десертов, джемов и мармелада. Кроме того, геллан является 

хорошей альтернативой желатину в производстве веганских продуктах, 

например жевательных конфет. Не таким распространенным, но не менее 

важным является применение геллана в производстве макаронных изделий 

для улучшения текстуры, повышения упругости и снижению ломкости. 

Применение геллана в пищевой промышленности обусловлено уникальными 

физико-химическими и технологическими свойствами, которые выгодно 

отличают его от традиционных желирующих агентов. 

Геллановая камедь активно применяется в качестве альтернативного 

желирующего агента в микробиологических и бактериологических средах, 

особенно в случаях, когда требуется высокая прозрачность, 

термостабильность или низкое содержание ионов, таких как натрий. В своей 

работе Tamaki et al. [33] обсуждают преимущества геллана по сравнению с 

агаром, включая более высокую прозрачность, термостабильность и 

возможность формирования прочных гелей в присутствии катионов. Эти 

свойства делают геллан подходящим для культивирования термофильных 

бактерий и других микроорганизмов, требующих специфических условий. В 

исследовании Shandera et al. [34], была разработана среда с 1% геллана (Gel-

Gro™) с низким содержанием натрия (<2 мМ) для оценки потребности 

бактерий Vibrio в Na⁺. Результаты показали, что большинство штаммов 

Vibrio не росли без добавления Na⁺, в то время как Aeromonas, не требующие 

Na⁺, росли хорошо. Это подчеркивает пригодность геллана для создания 

сред с контролируемым содержанием ионов. Кроме того, изучено, что 

геллан, заменяющий агар в микологических средах, не только является  

подходящим желирующим агентом в микробиологических средах, 

используемых для ПЦР-приложений, благодаря своей чистоте и способности 

не ингибировать ферментативные реакции [35], но и позволяет ускорить 

идентификацию видов Aspergillus с использованием ПЦР, обеспечивая 

точные результаты в течение 24 часов после пересевания[36, 37]. Все эти 

исследования демонстрируют, что геллановая камедь является эффективной 

альтернативой агар-агару в различных микробиологических приложениях, 

особенно когда требуются специфические физико-химические свойства 

среды.  

Высокая биологическая совместимость, а также способность 

формировать прочные устойчивые гели в присутствии различных ионов 

способствовала применению биополимера геллана в различных областях 

биомедицины и тканевой инженерии[38-40].  
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Кроме того, в настоящее время активно ведется изучение перспектив 

применения геллана в нефтедобывающей промышленности в качестве агента 

для повышения нефтеотдачи пластов[41]. Геллановая камедь, обладающая 

высокой ионной чувствительностью и способностью формировать прочные 

гели в условиях высокой минерализации, рассматривается как 

перспективный полимер для применения в технологиях повышения 

нефтеотдачи пластов. Исследования показывают, что растворы геллана 

устойчивы в присутствии солей, характерных для пластовых вод, и могут 

использоваться для создания плотных гелевых барьеров, эффективно 

перекрывающих высокопроницаемые зоны коллекторов[42]. Применение 

геллана в таких условиях обеспечивает улучшенное вытеснение остаточной 

нефти за счёт перераспределения потоков и увеличения эффективности 

закачки. 

 

 

1.3 Применение геллана в медицине 

 

Уникальная структура и гелеобразующие свойства геллана в настоящее 

время позволяют выступать данному полимеру в качестве мощной 

многофункциональной фармацевтической добавки. Особенность свойств 

гелеобразования в различных средах привели к разработке лекарственных 

форм с контролируемым пролонгированным высвобождением действующих 

веществ на основе биополимера геллана, а именно были изучены такие 

формы, как пероральные, назальные, офтальмолагические и др.[43, 44]. 

Osmalek et al. [43] в своей работе указывают на то, что материалы на основе 

биополимера геллана применяемы в регенеративной медицине, 

стоматологии, а также генной инженерии, а именно в технологии переноса 

генов. Геллановые гидрогели показывают превосходные результаты 

экспериментов  на биосовместимость in vivo и in vitro[44], а также 

контролируемые физико-механические и инъекционные свойства[46-48] для 

применения в регенерации хрящей[46, 47], тканевой инженерии[49], 

инкапсуляции клеток[50], а также регенерации пульпозного ядра[51]. 

Широко известно, что рак является одной из ведущих причин 

смертности в мире, ежегодно регистрируется более 10 миллионов новых 

случаев заболевания. В настоящее время обширными являются исследования 

наночастиц золота AuNPs, стабилизированных геллановой камедью, в 

противоопухолевой терапии[52-70]. 

Гелеобразующие свойства геллана позволяют использовать его в 

фармацевтической разраотке офтальмолагических препаратов. Геллан 

являтеся не токсичным[71] для организма человека. В настоящее время 

наиболее известным препаратом на основе геллана является Timoptic XE®. В 

сравнении со стандартным раствором Timolol, Timoptic XE® нанесенный на 

роговицу кролика повышает биодоступность лекарственного средства в три-

четыре раза и снижает частоту проявления нежелательных эффектов [72, 73]. 
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Системы, состоящие из модельного препарата Gatifloxacin 0,3% и Геллана 

или смеси Геллан:Альгинат натрия:Карбоксиметилцеллюлоза обладают 

мукоадгезивными свойствами. Продолжительность выделения 

лекарственного препарата в условиях in vitro превышала 12 ч. [74]. 

Комбинации Gerlite®: альгинат содержащие matrine, в предварительных 

исследованиях на роговице, в условиях in vivo обладают пролонгирующей 

способностью высвобождать активную субстанцию. Реологические 

исследования показали, что подобные смеси обладают псевдопластичным 

характером жидкости при контакте с искусственной слезной жидкостью. 

Данное свойство благоприятно сказывается на доставку офтальмологических 

препаратов на поверхность глаза [75]. Изучение вязкости 

микроэмульсионных систем, содержащих terbinafine hydrochloride, и в 

комбинации с муцином (mucine) позволило установить возможные 

взаимодействия между макромолекулами Геллана и муцина, доказывающие 

возможность адгезии к биоповерхностям [76]. 

 

 

1.4 Проблемы традиционных глазных капель 

 

В лечении глазных заболеваний широкое применение имеют глазные 

капли. Данная лекарственная форма(ЛФ) на ряду со всеми преимуществами 

имеет один существенный недостаток – низкую или ограниченную 

биодоступность. Капли при попадании на слизистую глаза достаточно 

быстро вымываются слезной жидкостью и выводятся через носослезной 

канал, при этом эффективность препаратов снижается, что подтверждают 

исследования. Лишь 0,1-5% ЛВ проникает через роговицу и такого 

количество недостаточно для эффективной доставки к тканям глаза[77, 78]. 

Данная проблема требует создания новых глазных ЛФ, которые будут 

обладать повышенной биодоступностью и эффективностью лечения 

офтальмологических заболеваний. 

Увеличение времени контакта лекарственного средства(ЛС) с 

поверхностью слизистой оболочки глаза – один из наиболее простых, 

удобных и эффективных способов повыить биодоступность. Для это 

применимы водорастворимые полимеры, вязкие полутвердые ЛФ и глазные 

капли, способные образовывать гель при контакте со слизистой оболочкой 

глаза [79-81]. Кроме того, применение наноносителей и мукоадгезивных 

систем, способствующих улучшению проникновения препарата, а также 

защите и регенерации эпителия глаза являются перспективными методами в 

данной области [82-86] 

Несмотря на широкий выбор лекарственных препаратов(ЛП) для 

лечения офтальмологических заболеваний на современном рынке, 

эффективность доставки лекарственных веществ(ЛВ) остается актуальной 

проблемой, что связано со сложным анатомическим строением 

человеческого глаза и его природными защитными механизмами[87]. В 
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независимости от формы лекарственного препарата, биодоступность остается 

ограниченно-низкой, что связано с барьерной функцией роговицы и склеры 

глаза. Роговица глаза имеет покрытие, состоящее из трех слоев слезной 

пленки(липидной, водной и слизистой), которая вместе со слизистой 

оболочкой служит первичными препятствием для проникновения 

лекарственных веществ [88]. 

Существует несколько стратегий для улучшения биодоступности 

лекарственных систем. Одним из эффективных подходов является улечшение 

растворимости действующего вещества, что позволяетувеличить его 

концентрацию в ЛФ, снизить дренажные потери и уменьшить необходимую 

дозировку ЛП [89, 90]. Кроме того, исследуются вещества, способствующие 

усилению проникновения ЛП, например этилендиаминтетрауксусная кислота 

и ее аналоги, которые связывают ионы Ca2+ тем самым ослабляя 

межклеточные связи роговицы и повышают проницаемость тканей [91, 92]. 

Перспективным направлением в настоящее время являются оккулярные 

вставки, обеспечивающие пролонгированное высвобождение лекарства [93, 

94]. Лечение заболеваний сетчатки глаза рассматривает целесообразным 

применение инвазивных методов: имплантаты, нацеленные на 

пролонгированную доставку лекарственного средства и снижающие частоту 

инъекций [95]. 

Swan [96] в своей работе впервые предложил использовать 

водорастворимые полимер с целью создания ЛФ, способных задерживаться 

на поверхности глаза. Вязкость офтальмологических растворов может быть 

повышена за счет использования производных целлюлозы, поли(винилового 

спирта), поли(винилпирролидона), карбомеров, природных полисахаридов и 

гиалуроновой кислоты [97, 98]. Примером успешного внедрения таких 

систем является препарат Тимол для лечения глаукомы, где, за счет 

использования геллана, удается сократить частоту приема в 4 раза по 

сравнению с традиционными каплями. Перспективным направлением можно 

считать гелеобразующие систему in situ, особенность которых заключается в 

способности перехода из жидкой формы в гель под действием 

физиологических факторов – рН, температуры и электролитов слезной 

жидкости. Кроме того, применение наночастиц с инкапсулированным 

препаратом способствует лучшему проникновению через барьеры глаза, 

обеспечивая удержание препарата в области роговицы глаза и конъюктивы и 

тем самым пролонгируя высвобождение действующего вещества. 

 

 

1.5 Фракционирование биополимеров 

 

Биополимер геллан, обладающий рядом преимуществ, также и 

обладет некоторыми недостатками, как например высокая молекулярная 

масса свыше ≈ 500 000 Дальтон , что является причиной низкой способности 

к растворимости в воде холодной или комнатной температуры, хорошей и 
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быстрой растворимостью только при повышении температуры ≈ 50 – 100 ºС, 

и повышенной вязкостью полученных растворов. В данной работе для 

устранения этих недостатков применено фракционирование коммерческого 

биополимера геллана.  

Фракционирование – экспериментальное разделение полимеров на 

части (узкие фракции) более однородные по молекулярным массам, чем 

исходный образец полимера.  

 

 

1.6 Модификация биополимеров 

 

С целью повышения биодоступности и улучшения мукоадгезивных 

свойств данная работа включала этап модифицирования геллана. 

Модификация полимера – направленное изменение свойств 

полимеров, заключающееся в преобразовании надмолекулярной структуры 

полимера и изменение химического состава и/или молекулярной массы 

полимера. Исследование было проведено с использованием модификации 

геллана с помощью полиоксазолина (ПОЗ). 
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2 Экспериментальная часть 

 

2.1 Материалы 

 

Геллан – природный полисахарид, открытие которого было 

осуществлено в 1977 году, производимый ферментативным путем с 

помощью бактерии Sphingomonas (иногда Pseudomonas) elodea, 

повторяющееся звено в макромолекулярной структуре состоит из остатков 4 

полисахаридов: 1,3-β-D-глюкозы, 1,4-β-D-глюкуроновой кислоты, 1,4-β-D-

глюкозы и 1,4-α-L -рамнозы (Рис. 2): 

 

 
 

Рисунок 2 – Структура повторяющегося звена геллана 

 

Коммерческий низкомолекулярный геллан был приобретен у “Zhejiang 

DSM Zhongken Biotechnology Co., Ltd.”, Китай. 

Офлоксацин – это антибактериальное средство, относящееся к группе 

фторхинолонов, обладающее широким спектром действия. Офлоксацин 

является кристаллическим порошком бледно-желтого или ярко-желтого 

оттенков. Данное лекарственное средство применяется для лечения 

различных инфекционно-воспалительных заболеваний, вызванных 

микроорганизмами, чувствительными к L-энантиомеру-левофлаксоцину, 

который обусловливает антибактериальную активность. Офлоксацин – это 

надежный помощник в лечении инфекционно-воспалительных заболеваний, 

обусловленных ростом большинства грамотрицательных и некоторых 

грамположительных бактерий. Систематическое название офлоксацина – 9-

фтор-2,3-дигидро-3-метил-10-(4-метил-1-пиперазинил)-7-оксо-7Н-

пиридо(1,2,3,-d,e)-1,4-бензоксазин карбоновая кислота и структура 

изображена на рисунке 3. 

 

 
 

Рисунок 3 – Структурная формула офлоксацина 
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2-этил-2-оксазолин (EtOx, ≥99 %) M= 99,13г/моль – фирмы «Aldrich 

Chemical Co.» (США) марки «ч» был использован без дополнительной 

очистки. Мономер имел характеристики, совпадающие с литературными 

данными. 

 

 
 

Рисунок 4 – Структурная формула 2-этил-2-оксазолина 

 

Сульфолан – M=120,17 г/моль, ρ=1,26г/см3, – фирмы «Aldrich Chemical 

Co.» (США) марки «ч» (99%) был использован без дополнительной очистки. 

 

 
 

Рисунок 5 – Структурная формула сульфолана 

 

 Метилтрифторметансульфонат (MeOTf, 98%) - инициатор, продукт 

фирмы Sigma-Aldrich.   

Метил-п-толуолсульфонат (MeOTs, 97%) - инициатор, продукт фирмы 

Sigma-Aldrich.    

Растворители: Диметилсульфоксид (ДМСО, 99,99%, Fischer Scientific 

Oy) и толуол (≥99,9 %, Merck Mil lipore) перед использованием подвергался 

высушиванию на молекулярных ситах (3 Å, VWR). Диэтиловый эфир 

(безводный, J.T. Baker), и тетрагидрофуран (TГФ, ≥99,9 %, Honeywell) были 

использованы для сушки геллана. Для очистки геллана применялись ацетон 

(≥99,8 %) и изопропанол (≥99,5 %, Fischer-Chemicals Oy) и хлорид 

тетраметиламмония (TMACl) (≥ 98%, Sigma-Aldrich). 

В экспериментах с водными растворами использовалась 

деионизированная вода. 

В синтезе также использовались гидрид натрия (NaH, 60% дисперсия в 

минеральном масле), диэтиловый эфир (безводный, J.T. Baker) и 

тетрагидрофуран (TГФ, ≥99,9%, Honeywell), который применялся для сушки 

геллана. В экспериментах по ЯМР использовалась тяжеловодородная вода 

или оксид дейтерия(D2O, 99% D, Euriso-Top). Диализные мембраны (с 

молекулярной массой 3,5 кДа и 12-14 кДа соответственно) были 

приобретены в Spectrum Laboratories. Для всех экспериментов 



 

13 

 

использовалась вода Milli-Q, полученную из аппарата Millipore, с удельным 

сопротивлением 18,2 МОМ/см при 298 К. 

  

 

2.2 Методы исследования  

 

ИК-Фурье спектры фракционированного и модифицированного 

геллана были записаны на приборе Cary 660 ATR-FTIR (Agilent, США).  

ЯМР спектроскопия осуществлена на спектрометре Bruker BioSpin 

Avance III 500 MHz (частота 500 и 126 МГц соответственно) с 

использованием растворителя D2O. Химические сдвиги измерены 

относительно сигналов остаточных протонов дейтерированного 

растворителя. 

Спектры поглощения офлоксацина были сняты на УФ- и видимом 

спектрофотометре Specord 210 plus BU (Германия). 

Измерения динамического рассеяния света (ДЛС), дзета-потенциала и 

значения изоэлектрической точки были выполнены с помощью Zetasizer 

Nano ZS90 (Malvern, Великобритания), оснащенного лазерным источником с 

длиной волны 633 нм при температуре 25°C. 

Термогравиметрический анализ (ТГА) проведен с помощью LabSys Evo 

(Setaram, Франция), в диапазоне температур    25-700°C при скорости нагрева 

10°C/мин.  

Кинетика выхода лекарственных веществ была измерена с помощью 

диализной мембраны с размерами пор 14 кДа (Sigma-Aldrich).  

Вязкость биополимера геллана измерялась вискозиметром Уббелоде. 

№ 1c, K=0.03. 

 

 

2.3 Методики исследования  

 

2.3.1 Фракционирование геллана методом дробного осаждения 

 

В дистиллированной воде был приготовлен 1% раствор коммерческого 

геллана растворением при 50 0С с постоянным перемешиванием в течение 24 

часов. Полученный раствор затем подвергался центрифугированию с 

помощью лабораторной центрифуги Sigma 2K15C “B.Braun Biotech 

International” в течение 30 минут при 40°C со скоростью вращения 5000 

об/мин. Прозрачная фракция – супернатант был собран и осажден в ацетоне 

(1:4 по объему). Образовавшийся осадок был собран отдельно и заново 

растворен, после чего также  центрифугирован в течение 30 мин при 40°C со 

скоростью вращения 5000 об/мин. Дробное осаждение проводилось 4 раза, 

после чего остался нерастворимый осадок. Полученные 4 фракции 

супернатантов по отдельности были очищены осаждением в ацетоне (1:4 по 

объему), а затем очищенные фракции геллана отделялись от водно-
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ацетоновой смеси вакуумной фильтрацией с использованием фильтровальной 

бумаги марки Whatman 541 и сушились в течение ~30 минут. Сухие образцы 

геллана дважды промывались изопропанолом, а после геллан растворялся в 

деионизированной воде и был подвержен диализу (12–14 кДа) в течение не 

менее 48 часов. После окончания диализа, образцы были высушены при 

помощи лиофильной сушки и собраны в виде сухих пушистых волокон 

белого цвета (рис.6). 

 

 
 

Рисунок 6 – Очистка коммерческого низкомолекулярного геллана 

методом дробного осаждения 

 

 

2.3.2 Фракционирование методом ультразвуковой обработки  

 

Для обработки образцов ультразвуком использовался ультразвуковой 

процессор UP400S (400 Вт, 24 кГц) “Hielscher Ultrasound Technology”. 

Ультразвуковую обработку водного раствора коммерческого 

низкомолекулярного геллана с начальной концентрацией 1 мас.% проводили 

при 50°C в течение 10, 20, 30, 60, 90 и 120 мин. Образцы, обработанные 

ультразвуком, центрифугировали с помощью лабораторной центрифуги 

Sigma 2K15C “B.Braun Biotech International”[6] при 50°C в течение 1 часа. 

Каждый раз отделенную жидкость осаждали изопропиловым спиртом, 

несколько раз подвергали диализу и подвергали сушке с помощью 

сублимационной сушилки FreeZone plus объемом 2,5 л “LABCONCO”. 

 

 

2.3.3 Синтез поли (2-этил-2-оксазолина) 

 

Стеклянная посуда, используемая при синтезе и дистилляции, перед 

использованием выдерживается в течение ночи в сушильном шкафу при 

температуре 90°C. Гидрид кальция используется для сушки 2-этил-2-

оксазолина (EtOX) и сульфолана. EtOx помещается в круглодонную колбу и 

добавляется CaH2 до тех пор, пока смесь не приобретает молочный цвет. 

Сушильная трубка, заполненную гранулами хлорида кальция, подсоединяется 

к колбе, и смесь перемешивается до следующего дня. Для сульфолана сушка 
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идентична, но колба помещается в масляную ванну, установленную на 32°C, 

что выше точки замерзания сульфолана (28,4°C). На следующий день EtOx 

перегоняется при атмосферном давлении с использованием инертного газа – 

азота, а сульфолан при пониженном давлении.  

В работе Loukotová et al. [99] был проведен синтез полимера, 

аналогичный описанному, но с некоторыми адаптациями. Соотношение 

мономера к инициатору составляло 50:1 для полимеризаций PEtOx с целью 

достижения молярной массы 5000 г/моль. В качестве инициатора 

использовался метилтрифторметансульфонат (MeOTf). 

Для синтеза живых трансплантатов PEtOx процедура полимеризации 

начиналась с барботирования этилоксиэтанола (EtOx) в количестве 2 г (20,18 

ммоль) и сульфолана (4 мл) азотом при температуре 35°C в течение 30 минут. 

Более высокая концентрация мономера приводила к формированию слишком 

вязких полимерных растворов, что оказывалось неэффективным. Раствор 

инициатора (примерно 100 мг/мл MeOTf) подготавливался в другой колбе (5 

мл) и подвергался азотированию в течение 15 минут при 35°C. Затем раствор 

инициатора (0,66 мл) был переносен в реакционную смесь с помощью иглы. 

Смесь перемешивалась при умеренной скорости в течение 60 минут, после 

чего температура масляной ванны поднималась до 70°C. Перемешивание 

продолжалось около 24 часов в атмосфере азота. Образец PEtOx (Mn = 7960 

г/моль) применялся для синтеза сополимеров геллан-PEtOx. 

 

 

2.3.4 Модификация геллана с использованием полиоксазолина 

 

Процесс модификации геллана полиоксозалином продемонстрирован 

на рисунке 7. Прививка геллановых цепей происходила в двух параллельных 

процессах, начиная с полимеризации EtОx. С помощью NaH происходила 

активировация геллана, образуя ионы алкоксида. Однако прививка может 

также происходить на карбоновых группах D-глюкуроната. В ходе прививки 

образуется новая ковалентная эфирная связь между цепью PEtОx и Геллан. 

Тестирование прививки осуществлялось при трех температурах. Прививка 

при 70°C привела к обширному разложению геллановой камеди. Синтез при 

температуре ниже 40°C способствует гелеобразованию, что неблагоприятно. 

Для указанных полимеров была выбрана оптимальная температура ≈ 50°C.  
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Рисунок 7 – Схематическое изображение синтеза сополимеров геллан-

PEtOx  

Гидрид натрия (340 мг, 8.4 ммоль) добавляли к 10 мг/мл раствору 

геллана в азеотропно высушенном ДМСО с использованием толуола (200 мг, 

1,14 ммоль, что является усреднением четырех сахарных единиц, растворяли 

в 20 мл). Смесь перемешивали в течение 3 часов при 50°C. Иглу вводили 

через резиновую перегородку для высвобождения образовавшегося 

газообразного водорода. Затем предварительно определенное количество 

живых цепей PEtОx в сульфолане добавляли иглой к смеси геллан/ДМСО, и 

смесь перемешивали в течение ночи. 

 

 

2.3.5 Моделирование слезной жидкости 

 

Для приготовления раствора искусственной слезной жидкости (ИСЖ) 

использовались следующие реагенты [100]: 670 мг хлорида натрия (NaCl), 

200 мг бикарбоната натрия (NaHCO3), 8 мг дигидрата хлорида кальция 

(CaCl2·2H2O), 100 мл деионизированной воды. Ествественный водородный 

показатель pH слезной жидкости близок к нейтральному значение, поэтому 

исходный раствор ИСЖ был доведен до значения pH раствора 7,40. Кроме 

того температура раствора поддерживалась при 37 °C с помощью водяной 

бани на протяжении всех экспериментов по адгезии слизистой оболочки. 
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3. Результаты и обсуждение 

 

3.1. Фракционирование коммерческого биополимера геллана с 

целью получения низкомолекулярных фракций 

 

Коммерческий биополимер геллан – это природный полисахарид, 

высокая молекулярная масса которого является причиной слабой 

растворимости в воде, что приводит к получению мутных растворов с 

повышенной вязкостью. С целью получения низкомолекулярных фракций 

было проведено фракционирование двумя методами: дробного осаждения и 

ультразвуковой обработки. 

Методом дробного осаждения было получено 4 фракции 

низкомолекулярного геллана и нерастворимый осадок. Согласно таблице 1, 

первая фракция GG-1 была выделена с преобладающей массой по сравнению 

с последующими фракциями. 

 

Таблица 1 – Выход фракций геллана в процессе дробного осаждения 

 

Фракция Размер пор диализных 

мембран, кДа 

Выход, мг 

GG-1 12-14 30,2 

GG-2 12-14 18,8 

GG-3 12-14 14,8 

GG-4 12-14 9,6 

Нерастворимый осадок  19,8 

 

Метод ультразвуковой обработки 1вес.% водного раствора 

коммерческого геллана проводилась при 50 °C в течение 5, 10, 30, 60 и 120 

минут. Образцы, полученные фракционированием методом УЗ-обработки, 

были подвержены центрифугированию при 50 °C в течение 30 минут. 

Супернатант, полученный после каждого центрифугирования, был осажден 

изопропиловым спиртом, а затем был проведен диализ полученных образцов 

с использованием диализных мембран (размеры пор 12-14 кДа) в течение не 

менее 48 часов. После проведения диализа образцы были заморожены и 

высушены в лиофильной сушке. Полученные образцы имели вид сухих 

пушистых волокон белого цвета. 

При применении метода обработки ультразвуком 1% водного раствора 

геллана была выявлено зависимость выхода полученных образцов 

низкомолекулярного гелана от длительности воздействия ультразвуком. 

Согласно таблице 2, с увеличением длительности воздействия, выход 

низкомолекулярных фракций также увеличивается. 
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Таблица 2 – Выход фракций геллана после методом ультразвуковой 

обработки 

 

Фракция Время 

ультразвуковой 

обработки, мин 

Размер пор диализных 

мембран, кДа 

Выход, % 

1-GG 5 12-14 3,9 

2-GG 10 12-14 2,4 

3-GG 30 6-8 39,9 

4-GG 60 3,5 24,1 

5-GG 120 3,5 42,8 

 

 

3.1.1 Определение молекулярных масс фракций геллана, 

полидисперсности и идентификация их структуры 

 

Наличие карбоновых групп во фрагментах глюкороновой кислоты в 

фракционированных низкомолекулярных образцах геллана приводит к 

проявлению полиэлектролитных свойств, как например, зависимость ŋsp/C 

не может быть экстраполирована на нулевую концентрацию полиэлектролита 

для определения внутренней вязкости (рисунок 8). 
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Рисунок 8 – Зависимость приведенной вязкости низкомолекулярного 

геллана в дистиллированном воде от концентрации полимера 

 

Существует несколько способов решения данной проблемы:  

1) при помощи эмпирического уравнения;  
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2) при помощи добавления низкомолекулярных солей с целью 

подавления полиэликтролитного эффекта. 

Добавление низкомолекулярных солей приводит к гелеобразованию 

геллана, что является препятствием для измерения внутренней вязкости. На 

рисунке 9 изображена кривая из рисунка 8, которая была линеаризована с 

примением уравнения Фуосса [101]: 

 

    
C

sp

 =  
1

[]
+ kFs

1

[] 
c1/2,                                       (1) 

 

где С – концентрация раствора, г/мл; 

ηsp – удельная вязкость, см3/г; 

kFs – коэффициент Фуосса.  

 

Внутренняя вязкость геллана, определенная по уравнению Фуосса, 

равна 5680 cm3g-1.  

 Вязкость различных фракций геллана была оценена с применением 

автоматизированного вискозиметра Micro-KPG Ubbelohde. Для проведения 

данных измерений были приготовлены растворы геллана различных 

концентраций (0.025 г/дл, 0.05 г/дл, 0.08 г/дл, 0.1 г/дл, 0.12 г/дл и 0.15 г/дл). В 

качестве растворителя использовался раствор триметиламмоний хлорида 

(TMACl) с концентрацией 0.025 М.  
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Рисунок 9 – Характеристическая вязкость низкомолекулярного геллана, 

определенная в дистиллированной воде по уравнению Фуосса 

 

Приведенная вязкость образцов была измерена двумя методами: 

дробным растворением и ультразвуковой обработкой. На рисунках 10 и 11 

соответственно представлены результаты. С целью получения 

характеристической вязкости [η], выполнена экстраполяция приведенной 
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вязкости ηsp/C к предельному значению при сосредоточении раствора, 

стремящемся к 0 (C → 0). 

В таблицах 4 и 5 представлены средние молекулярные массы фракций 

геллана (Mη) с применением уравнения Марка-Куна-Хоувинка [102]: 

[ŋ] = 7,48∙10-3∙Mw
0.91                                              (2) 

 

где [ŋ] – удельная вязкость, см3/г; 

7,48∙10-3 – константа К, дЛ/г; 

Mw – средневзвешенная молекулярная масса, г/моль-1; 

0,91 – показатель степени α, эмпирический параметр. 
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Рисунок 10 – Зависимость приведенной вязкости фракции GG от 

концентрации полимера, полученных методом фракционного растворения 

 

Таблица 3 – Расчет молекулярной массы различных фракций геллана 

по уравнению Марка-Куна-Хаувинка по формуле [ŋ] = 7,48∙10-3∙Mw
0.91 

 

Фракция Характеристическая вязкость, 

[], см3/г 

Mw, г/моль-1 

GG-1 1430 6,43 105 

GG-2 1592 7,23 105 

GG-3 1792 8,23 105 

GG-4 1949 9,03 105 
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Рисунок 11 – Зависимость приведенной вязкости фракции GG от 

концентрации полимера после 5-,10-, 30-,60- и 120-минутной обработки 

ультразвуковым источником 

 

Таблица 4 – Расчет молекулярной массы различных фракции геллана 

по уравнению Марка-Куна-Хаувинка по формуле [ŋ] = 7,48∙10-3∙Mw
0.91 

 

Фракция Время обработки 

УЗ, мин 

Характеристическая 

вязкость, [], см3/г 

Mw, г/моль-1 

1-GG 5 1395 6,25  105 

2-GG 10 1204 5,32 105 

3-GG 30 1086 4,75 105 

4-GG 60 939 4,04 105 

5-GG 120 895 3,84 105 

 

Фракционирование коммерческого геллана позволило получить девять 

фракций, средняя молекулярная масса которых находится  впределать от 380 

до 900 кДа. При помощи физико-химических методов была проведена 

идентификация структур образцов геллана.  

 

Для проведения анализа методом 1H ЯМР спектроскопии, была 

проведена пробоподготовка: взвешено по 5 мг каждого образца геллана, 

которые затем растворялись в 0,5 мл оксида дейтерия каждый при 

температуре 40-50 °С в печи в течение 1 суток. 

Анализ методом ЯМР проводился при температуре 80 °С и было 

получено 32 скана. На рисунке 12 изображены полученные 1H ЯМР спектры. 
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Рисунок 12 – Повторяющиеся мономерные звенья GG и спектры 1H 

ЯМР фракции GG, полученные путем фракционного растворения 

коммерческого геллана 

 

В цепочечной структуре фракций геллана, полученных методом 

ультразвуковой обработки в 1H ЯМР спектрах изменений не замечено, что 

можно наблюдать по рисунку 13. 

 

 
 

Рисунок 13 – Спектры 1H ЯМР фракции GG, полученных путем 

ультразвуковой обработки коммерческого геллана 

 

Отчетливо видны пик С=О (175,2 ppm) глюкуроновой кислоты, 

метилольные пики (61,2 и 61,7 ppm) глюкозы и метильный пик (17,6 ppm) 

рамнозы. 
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Рисунок 14 – 13С ЯМР спектры различных фракции GG, полученных 

методом фракционного растворения a) GG-1, b) GG-4, c) коммерческий 

геллан. 

 

ИК-спектры образцов коммерческого и низкомолекулярных фракций 

геллана изображены на рисунке 15. 
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Рисунок 15 – ИК-спектры коммерческого геллана и фракций GG 
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В таблицу 5 внесены значения пиков ИК-спектров. 

 

Таблица 5 – Значение пиков ИК спектра геллана 

 

Пики, см-1 Назначение 

3370 O-H  

2921 C-H  

1604 COO- валентная вариация карбоксилатной группы пик 

1600 см-1 

1408 COO-  симметричные 

1039 C-O полоса поглощения, появившаяся в диапазоне 1000-

1200 см-1, указывала на наличие связи β-(1→4) 

 

Таблица 6 – Элементный анализ образцов коммерческого и 

очищенного геллана 

 

Вещество  Содержание элементов (масс.%) 

Азот Углерод Водород Сера 

Коммерческий 

геллан 0,05 36,31 5,60 0,00 

Очищенный 

геллан 0,06 38,59 5,89 0,00 

 

Применение метода ТГА с целью исследования структуры фракций 

геллана было проведено в диапазоне температур от комнатной (25 °С) до 

700°С. Исследование проводилось на четырех фракциях, термограммы 

которых изображены на рисунке 16, все фракции проходят двухэтапный 

процесс деградации. Первый этап, характеризующийся потерей веса 

поглощенной воды, протекает в диапазоне температур от 25 до 100 °С. Это 

может быть связано с высвобождением влаги, которая была связана с 

гидратированными состояниями геллана. Второй этап деградации протекает 

в диапазоне температур 230-250 °С, что составляет около 50% от начального 

веса, отсюда следует, что разложение геллана происходит при относительно 

высоких температурах. При температуре 247 °С происходит самая быстрая 

потеря веса, что указывает на наиболее активный процесс разложения 

образца при этой температуре. По достижению 700 °С, потеря веса в общем 

составила 76%, что может демонстрировать значительную деградацию 

геллана при более высокой температуре. Таким образом, результаты 

термогравиметрического анализа продемонстрировали основные процессы 

разложения полимера, а также позволили идентифицировать структуру 

фракций геллана. Полученные данные могут быть эффекты в исследованиях 

свойств геллана и применении в различных отраслях промышленности, 

науки и медицины. 
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Рисунок 16 – ТГА-термограмма коммерческого геллана и фракций GG 

 

Проведение анализов физико-химическими методами, такими как ИК- 

ЯМР- и УФ-спектроскопии, термоанализ и элементный анализ, не выявило 

значительных различий фракционированных образцов геллана от 

коммерческого высокомолекулярного геллана. Таким образом, не было 

никаких указаний на то, что геллан был не полностью деацетилирован и 

фракция была удалена во время очистки. Данный вывод также подтверждает 

элементный анализ: в обоих образцах содержится одинаковое содержание 

углерода и водорода. Отсюда следует, что наиболее вероятной причиной 

низкого выхода очистки являются двухвалентные катионы, незначительное 

количество этих катионов металлов связывает геллановые цепи в частицы, 

которые удаляются центрифугированием. 

 

 

3.1.2 Определение среднегидродинамических размеров и дзета-

потенциалов фракций геллана 

 

Определение среднегидродинамических размеров коммерческого 

высокомолекулярного геллана и низкомолекулярных фракций, а также 

измерение дзета-потенциалов позволило установить, что 

среднегидродинамические размеры фракций геллана (рисунок 17) 

изменяются в зависимости от их концентрации и условий окружающей 

среды. Подробный анализ дзета-потенциалов (таблица 7) продемонстрировал 

различия в электрических свойствах поверхности образцов различных 

фракций, что говорит о том, что стабильность и потенциал вариабельны к 

агрегированию в растворимых системах.  
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Рисунок 17 – Среднегидродинамические размеры геллана и его 

различных фракции в зависимости от концентрации низкомолекулярных 

солей 

 

Таблица 7 – Дзета-потенциалы геллана и его различных фракций в 

зависимости от концентрации низкомолекулярных солей 

 

Коммерческий геллан 

С, % В воде ∆ В слезной жидкости ∆ 

0,2 -103 -89.1 -62 -84,7 -358 -411 -340 -370 

0,1 -97.3 -125 -107 -110 -293 -462 -433 -396 

0,05 -109 -80.6 -48.7 -79.4 -339 -441 -537 -439 

0,025 0.373 0.321 -0.703 -0.003 -421 -654 -822 -632 

1 фракция 

С, % В воде ∆ В слезной жидкости ∆ 

0,2 -165 -156 -158 -159,67 -355 -525 -505 -461,6 

0,1 -104 -115 -141 -120 -332 -461 -542 -445 

0,05 -123 -128 -122 -124,33 -308 -440 -426 -391,3 

2 фракция 

С, % В воде ∆ В слезной жидкости ∆ 

0,2 -158 -125 -116 -133 -378 -509 -531 -472,6 

0,1 -110 -120 -115 -115 -318 -443 -490 -417 

0,05 -136 -143 -134 -137,6 -290 -450 -533 -424,3 

3 фракция 

С, % В воде ∆ В слезной жидкости ∆ 
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Продолжение таблицы 7 

0,2 -201 -219 -204 -208 -307 -511 -512 -443,3 

0,1 -122 -128 -136 -128,67 -336 -343 -332 -337 

0,05 -121 -101 -105 -109 -206 -336 -447 -329,6 

4 фракция 

С, % В воде ∆ В слезной жидкости ∆ 

0,2 -105 -119 -106 -110 -339 -440 -469 -416 

0,1 -99,8 -105 -106 -103,6 -368 -493 -463 -441,3 

0,05 -93,4 -71,5 -57,5 -74,13 -306 -551 -654 -503,6 

 

 

3.2 Изучение гелеобразования геллана в зависимости от 

концентрации низкомолекулярных солей, рН среды, температуры 

 

Для изучения взаимосвязи концентрации низкомолекулярных солей и 

степени гелеобразования фракций низкомолекулярного геллана была 

использована модельная слезная жидкость, состоящая из низкомолекулярных 

солей, растворенных в деионизированной воде (подробная методика описана 

в пункте 2.3.5). Концентрации геллана были выбраны в диапазоне 0,025-

0,2%. Результаты гелеобразования в зависимости от концентрации 

проиллюстрированы на рисунках 18 и 19. 
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Рисунок 18 – Зависимость приведенной вязкости водного раствора 1 

фракции геллана различной концентрации от объема, добавленной слезной 

жидкости при 25 °C 



 

28 

 

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

0

2

4

6

8

10

П
р
и

в
е
д

е
н
н
а
я
 в

я
зк

о
с
ть

, 
д

л
/г

Vгл.жид,мл

 0,2%

 0,1%

 0,05

 0,025

 
 

Рисунок 19 – Зависимость приведенной вязкости водного раствора 2 

фракции геллана различной концентрации от объема, добавленной слезной 

жидкости при 25 °C 

 

Полученные результаты позволили выбрать концентрацию геллана 

равную 0,2% для последующих исследований. 

На рисунке 20 изображена зависимость вязкости 0,2% раствора геллана 

от молекулярной массы биополимера при увеличении ионной силы раствора. 

Замечено повышение вязкости раствора геллана при увеличении 

молекулярной массы биополимера, что является подтверждением золь-гель 

процесса. Кроме того, вязкость раствора биополимера геллана также имеет 

зависимость и увеличивается с усилением ионной силы. Ионная сила имеет 

влияние на межмолекулярное взаимодействие геллана, а также ее рост 

способствует усилению противостояния молекул геллана друг другу, что 

повышает вязкость раствора. 
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Рисунок 20 – Зависимость приведенной вязкости 0,2% раствора 

фракции GG от ионной силы раствора, создаваемой слезной жидкостью при 

25 °C  

 

Была изучена взаимосвязь гелеобразования и температуры, результаты 

проиллюстрированы на рисунке 21. График показывает, что повышение 

температуры способствует постепенному снижению вязкости, что приводит к 

заключению: с повышением температуры геллан снижает способность к 

образованию геля и становится более текучим. Такое поведение свойственно 

биополимеру, что подтверждает график каждой фракции. Таким образом, 

можно сделать вывод, что геллан – это температурно-чувствительное 

вещество, вязкость которого снижается с повышением температуры. 
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Рисунок 21 – Изменение приведенной вязкости 0,2%-ного раствора 

фракции GG в зависимости от температуры 

 

Проведение исследования позволило получить данные о четырех  

фракциях с различными молекулярными массами: фракция 1 с молекулярной 

массой 3,84×105, фракция 2 с молекулярной массой 6,43×105, фракция 3 с 

молекулярной массой 7,23×105, и фракция 4 с молекулярной массой 9,03×105. 

Применение динамического светорассеяния позволило установить, что с 

ростом молекулярной массы геллана увеличивается размер частиц, что 

указывает на то, что концентрация низкомолекулярных солей оказывает 

влияние на процесс гелеобразования геллана и его структуру. Чем выше 

концентрация низкомолекулярных солей, тем больше молекулярная масса 

геллана и соответственно размер его частиц. 

Рисунок 22 демонстрирует взаимосвязь молекулярной массы геллана и 

размера его частиц: чем меньше молекулярная масса, тем меньше размер 

частиц. Данная взаимосвязь является благоприятно для матрицы глазных 

капель в связи с тем, что меньший размер частиц будет способствовать 

лучшему распределению и более стабильной дисперсии в растворе капель. 
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1- Mw=3,84∙105, 2- Mw=6,43∙105, 3- Mw=7,23∙105, 4- Mw=9,03∙105 

Рисунок 22 – Изменение среднегидродинамических размеров 0,2%-

ного раствора фракции GG в зависимости от ионной силы 

 

На рисунке 23 изображены фотографии процесса гелеобразования 

фракций геллана. На фото а) раствор 0,5% геллана, добавленный в исходную 

среду, на фото б) перевернутые флаконы с образовавшемся гелем. Первые 

три фракции показали образование достаточно твердого геля, в то время как 

четвертая фракция образовала более слабый гель, непригодный для 

последующих исследований. 

 

         
 

Рисунок 23 – Фотография гелеобразования геллана разных фракций 

при одинаковых условиях 

 

 

б а 



 

32 

 

3.3 Модификация геллана полиоксазолином и идентификация 

структуры 

Следующим этапом было осуществление модификации геллана с 

помощью полиоксазолина (ПОЗ) с целью повышения проникновения 

лекарственных веществ и улучшения мукоадгезивных свойств. 

Полиоксазолин обладает множеством благоприятных свойств в области 

лекарственных средств, что обусловливает его ценность в различных 

отраслях медицины. ПОЗ применим как в качестве поглотителя токсинов, 

антибактериального средства [103], так и для улучшения растворимости и 

повышения стабильности лекарственных средств. Методика модификации 

описана в пункте 2.3.4. 

 

 
 

Рисунок 24 – ИК-спектр геллана 

 

 
 

Рисунок 25 – ИК-спектр PEtOx 
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Рисунок 26 – ИК-спектр геллан- PEtOx 

 

ИК-спектры сополимеров Геллан-PEtОx показаны на рисунке 26. На 

рисунках 24-25 показаны спектры чистого гомополимера Геллана и PEtOx. 

Полоса при 3447 см–1 соответствует Геллану и практически одинакова для 

всех сополимеров. Различная интенсивность пиков при 1632 и 1422 см–1 

доказывает наличие PEtOx и демонстрирует тенденцию к снижению с 

уменьшением степени прививки. Пик при 1052 см–1 может быть 

суперпозицией двух вкладов: один исходит от Геллана (1039 см–1) и 

соответствует растяжению связи CO гидроксильной группы, тогда как другой 

исходит от PEtOx (1061 см–1) и соответствует третичному амиду. 

Интенсивность данного пика не меняется в зависимости от степени прививки 

из-за эквивалентного образования новых связей CH-O-CH2 между PEtOx и 

Геллан. 

 

 

 3.3.1 Иммобилизация офлоксацина в матрицу геллана и 

модифицированного полиоксазолином геллана и изучение кинетики 

выхода лекарственного препарата из матрицы геля 

 

Иммобилизация офлоксацина осуществлялась соединением водного 

раствора офлоксацина с гелланом и происходило снижение 

электропроводности и показателя pH системы. Причиной данных изменений 

является образование ионных и водородных связей между этими двумя 

компонентами. Снижение электропроводности связано с тем, что молекулы 

офлоксацина связываются с полимером через водородные связи и это 

препятствует ионизации карбоновых групп. Однако, при достижении 
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определенного соотношения в комплексе и лекарственное вещество в 

избытке, то проводимость раствора увеличивается, в связи с избытком 

свободных ионов. 
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 [Геллан] = 1∙10-4 моль/л-1, [Офлоксацин] = 1∙10-3 моль/л-1. Объем раствора 

геллана, используемого для титрования, составляет 10 мл. 

 

Рисунок 27 – Кондуктометрические (а) и рН-метрические (б) кривые 

титрования геллана офлоксацином 

 

Молярное соотношение геллан-офлоксацина, определенное по 

минимуму и изгибу кривых кондуктометрической и рН-метрической 

титрованием, примерно равно 2:1 моль/моль. Учитывая, что структура 

комплекса геллан-офлоксацина, определенная кондуктометрической и рН-

метрической титрованием, близка к 2:1 моль/моль, ее можно представить, как 

показано на рисунке 28. 
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Рисунок 28 – Схематическое изображение внутримакромолекулярного 

комплекса геллан-офлоксацин состава 2:1 моль/моль 

 

Важно отметить, что офлоксацин способен как к 

внутримолекулярному, так и к межмолекулярному комплексообразованию не 

только с гидроксильными, но и с карбоновыми группами геллана. 

Образование комплекса геллан-офлоксацин состава 2:1 моль/моль также 

подтверждается измерениями динамического света рассеяния. 

В образовании комплекса с офлоксацином гидроксильные и 

карбоксильные группы геллана играют большую роль, образуя связи с 

соответствующими группами, способствуют формированию стабильного 

комплекса 2:1 моль/моль. (таблица 8). 

 

Таблица 8 – Средний гидродинамический размер и дзета-потенциал 

геллана, офлоксацина и смеси геллан-офлоксацин различного состава 

 

Состав геллан-

офлоксацин, моль/моль 

Средний гидродинамический 

размер, нм 

Дзета-

потенциал, мВ 

4:1 336±5 − 42.9±2 

2:1  307±5 − 14.9±1 

1:1 315±5 − 40.4±2 

Геллан 605±10 − 41.0±2 

 

Минимальные значения среднего гидродинамического размера и дзета-

потенциала комплекса геллан-офлоксацин подтверждают состав 2:1 
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моль/моль. Отрицательные заряды геллана, офлоксацина и сложных частиц 

обусловлены наличием карбоновых групп в структуре всех веществ. 

Минимальное значение дзета-потенциала (-14,9 мВ) в случае комплекса 

геллан-офлоксацин 2:1 моль/моль, вероятно, связано с частичной 

нейтрализацией карбоновых групп геллана аминогруппами офлоксацина и 

участием карбоновых групп геллана и офлоксацина в образовании 

водородные связи, как схематично показано на рисунке 28. Образование 

комплекса геллан-офлоксацин приводит к двукратному сокращению 

макромолекул геллана из-за внутримолекулярного и межмолекулярного 

образования мостиков. 

На рисунке 29 продемонстрированы ИК-спектры геллана, офлоксацина 

и комплекса геллан-офлоксацин (2:1 моль/моль) вместе с идентификацией 

некоторых характерных полос (таблица 9). 

 

 
 

Рисунок 29 – ИК-спектры сухого геллана (1), офлоксацина (2) и 

комплекса геллан-офлоксацин (3) состава 2:1 моль/моль 

 

Таблица 9 – Идентификация характеристических полос геллана, 

офлоксацина и комплекса геллан-офлоксацина (2:1 моль/моль) 

 

Волновое число, см-1 

Геллан Офлоксацин Комплекс Геллан-

офлоксацин 

(2:1 моль/моль) 

Назначения диапазонов 

3369 - 3376 OH  

2928 3044-2786 2920, 2857 CH  

- 1712 - C=O растяжение групп 

COOH  

1607 1621 1615 COO− симметричные  

- 1549, 1522 1537 C-N  

 1459 1453  C-C в бензольном кольце 

1408 1406 1399 CH деформация 

1037  1039 C-O-C  

ИК-спектры показывают, что в комплексе геллан-офлоксацин 
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происходит образование водородных связей между карбоновыми группами 

офлоксацина и гидроксильными или карбоновыми группами геллана. 

Образование данных водородных связей приводит к исчезновению 

интенсивного пика при 1712 см-1, который наблюдается в спектре 

офлоксацина. При 1549 и 1522 см-1 наблюдаются колебания C-N при 

растяжении офлоксацина, которые смещаются до 1537 см-1 , что является 

подтверждением участия аминогрупп офлоксацина в образовании ионных 

связей. 

Таким образом, ИК-спектры демонстрируют, что в комплексе геллан-

офлоксацин образуются водородные связи между карбоновыми группами 

офлоксацина и гидроксильными или карбоновыми группами геллана, а 

аминогруппы офлоксацина участвуют в образовании ионных связей. 

На рисунке 30 изображены кривые термогравиметрического анализа 

геллана, офлоксацина и комплекса геллан-офлоксацин. В диапазоне 

температур 200-300 °С происходит разложение геллана. При 249 °C 

наблюдается наиболее резкая потеря веса, что подтверждают литературные 

данные [6], в которых описано термическоме разложение офлоксацина при 

243 0C. Согласно ИК-спектрам комплекса геллан-офлоксацин (2:1 моль/моль) 

пики разложения отдельных компонентов (геллана и офлоксацина) 

полностью исчезают, демонстрируя потерю массы комплекса при 338 и 379 
0C, что связано с образованием комплекса геллан-офлоксацин в качестве 

единственного соединения. 
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Рисунок 30 – Кривые TГA геллана, офлоксацина и комплекса  

геллан-офлоксацин (2:1 моль/моль) 

 

С помощью УФ-видимой спектроскопии была оценена кинетика 

высвобождения офлоксацина из тонких пленок геллан-офлоксацина, 
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стабилизированных добавлением 0,3% вес. CaCl2. Оценка кинетики 

проводилась путем определения временно зависимого спектра поглощения 

офлоксацина при λ = 289 нм в дистиллированной воде и фосфатном буфере 

при комнатной температуре (рис. 31). 

 

260 270 280 290 300 310

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

A
b
s
o
rb

a
n
c
e
, 
a
.u

.

l, nm

 Н2O

 1 min

 5 min

 10 min

 15 min

 20 min

 22 min

 25 min

 30 min

a)

 

260 270 280 290 300 310
0,0

0,2

0,4

0,6

A
b
s
o
rb

a
n
c
e
, 
a

.u
.

 buffer

 1 min

 5 min

 15 min

 20 min

 22 min

 25 min

 30 min

 35 min

 40 min

l, nm

b)

 
 

Рисунок 31 – Зависящая от времени абсорбция офлоксацина из тонких 

пленок геллан-офлоксацин (2:1 моль/моль), загущенных добавлением 0,3 

мас.% CaCl2 в дистиллированную воду (а) и фосфатный буфер (б) при 

комнатной температуре 

 

Рисунки 31 и 32 демонстрируют различия кинетики высвобождения 

офлоксацина в дистиллированной воде и фосфатном буфере. В течение 30-40 

минут высвобождение офлоксацина в фосфатном буфере происходит в 2 раза 

быстрее по сравнению с дистиллированной водой, что связано с 

присутствием неорганических ионов в буферном растворе, которые 

уменьшают прочность ионных связей между полимером и лекарственным 
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веществом. Расчет кинетики высвобождения осуществлен с использованием 

модели Ритгера-Пеппаса [71], выраженной как: 

 

At/A = ktn,                                               (3) 

 

где Аt – поглощение офлоксацина в момент времени t, мг;  

A∞ – поглощение офлоксацина в бесконечный момент времени t∞, 

мг; 

k – структурно-геометрическая константа гелеобразующей пленки; 

n – показатель высвобождения, представляющий механизм 

высвобождения.  

 

Результат расчета соответствует нериксовой диффузии (n = 0,59) в 

дистиллированной воде и транспорту по случаю II (n = 0,95) в фосфатном 

буфере. Данное исследование показало, что накопленное высвобождение 

офлоксацина из гель-пленок на основе геллана в дистиллированную воду и 

буферный раствор составляет соответственно 36,0% и 97,3%. В случае 

дистиллированной воды высвобождение офлоксацина может быть влиянием 

гидратации и отекания геллановой пленки, проникновения воды в гелевую 

матрицу и пассивной диффузии офлоксацина из гелевой матрицы. Более 

быстрое высвобождение офлоксацина в буферном растворе можно объяснить 

разрушением ионных связей, образованных между карбоксильными 

группами геллана и аминогруппами офлоксацина, ионными видами раствора, 

что сопровождается усиленной диффузией офлоксацина из гелевой матрицы. 
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Рисунок 32 – Кинетика высвобождения офлоксацина из тонких  

пленок геллан-офлоксацин, загущенных добавлением 0,3 мас.% CaCl2, 

в дистиллированную воду (1) фосфатный буфер (2) при комнатной 

температуре 
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Водорастворимый комплекс геллан-офлоксацина в соотношении 2:1 

моль/моль стабилизируется как ионными, так и водородными связями, 

образованными карбоксильными, гидроксильными и аминогруппами двух 

взаимодействующих компонентов. Образование комплекса подтверждается 

при помощи кондуктометрического и потенциометрического титрования, 

динамического светорассеяния и измерения дзета-потенциала, а также 

Фурье-трансформацией ИК-спектра и термогравиметрическим анализом. 

Комплекс геллан-офлоксацина образует гель при добавлении 0,3 масс. % 

CaCl2 и образует тонкие гель-пленки. Кинетика высвобождения офлоксацина 

из комплекса геллан-офлоксацина описывается моделью Ритгера-Пеппаса 

(At/A = ktn) и соответствует неламинарной диффузии (n = 0,59) в 

дистиллированной воде и случаю II транспорта (n = 0,95) в буферном 

растворе фосфата. Кумулятивное высвобождение офлоксацина из гель-

пленок геллан-офлоксацина составило 97,3% в буферном растворе фосфата в 

течение 40 минут и 36,0% в дистиллированной воде в течение 30 минут. Для 

оценки эффективности системы геллан-офлоксацина в качестве устойчивой 

системы доставки лекарств необходимо провести эксперименты, как in vitro, 

так и in vivo, в слезных жидкостях при различных температурах и значениях 

pH среды. 

Кинетика высвобождения офлоксацина из тонких пленок геллан-

офлоксацин, загущенных добавлением 0,3 мас.% CaCl2, оценена с помощью 

УФ-видимой спектроскопии путем определения зависящих от времени 

спектров поглощения офлоксацина при λ = 289 нм в дистиллированной воде 

при комнатной температуре (рис. 33).  
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Рисунок 33 – Зависимость высвобождения офлоксацина из тонких 

пленок геллан-офлоксацин (2:1 моль/моль), загущенных добавлением 0,3 

мас.% CaCl2 в дистиллированную воду при температуре 25±1°С от времени 
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Рисунок 34 – Кинетика высвобождения офлоксацина из тонких пленок 

геллан-офлоксацин, загущенных добавлением 0,3 мас.% CaCl2, в 

дистиллированную воду (1) и фосфатный буфер (2) при 25±1°С 

 

Кинетика высвобождения офлоксацина из тонких пленок геллан-

офлоксацин (2:1 моль/моль) в дистиллированную воду и фосфатный буфер 

различна (рисунок 32). В течение 30-40 мин высвобождение офлоксацина в 

фосфатном буфере происходит в 2 раза быстрее по сравнению с 

высвобождением в дистиллированной воде, что связано с присутствием в 

буферном растворе неорганических ионов, которые снижают прочность 

ионных связей полимер-лекарственное средство. Расчет кинетики 

высвобождения с использованием модели Ритгера-Пеппаса [104] выраженное 

как At /A∞ = ktn соответствует не Фикианской (non-Fickian) диффузии (n = 

0,59) в дистиллированной воде и перенос в случае II (n = 0,95) в фосфатном 

буфере.  

Процентное высвобождение офлоксацина в дистиллированную воду и 

фосфатный буфер через 60 мин составило ≈ 10±1% и ≈ 21±0,5% 

соответственно (рис. 34). Кумулятивное высвобождение офлоксацина из 

пленок геллан-офлоксацин, рассчитанное по методике [105], равно 40±2% и 

85±2% в дистиллированную воду и буферный раствор соответственно. В 

случае дистиллированной воды на высвобождение офлоксацина могут влиять 

гидратация и набухание геллановой пленки, проникновение воды в гелевую 

матрицу, приводящее к пассивной диффузии офлоксацина из гелевой 

матрицы. Более быстрое высвобождение офлоксацина в буферный раствор 

объясняли разрушением ионных связей, образующихся между 

карбоксильными группами геллана и аминогруппами офлоксацина, ионными 

частицами раствора, что сопровождается усиленной диффузией офлоксацина 
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из гелевой матрицы. 
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Рисунок 35 – Процентное содержание высвободившегося офлоксацина 

в дистиллированной воде (1) и фосфатном буфере (2) из тонких пленок 

геллан-офлоксацин, загущенных добавлением 0,3 мас.% CaCl2 при 25±1°С 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В заключении можно отметить, что уникальное свойство золь-гель 

перехода биополимера геллана нашло широкое применение в пищевой, а 

также других отраслях промышленности, науки, биотехнологии и др. Кроме 

того данное свойство в сочетании с превосходной биосовместимостью 

полимера позволяет применять геллан в медицине и фармацевтической 

разработке, при условии изменения некоторых физико-химических свойств 

методами фракционирования и модификации. 

Фракционирование коммерческого биополимера геллана было 

осуществлено двумя методами: методом дробного осаждения и методом 

ультразвуковой обработки. Данные методы позволили значительно снизить 

молекулярную массу LAG и не вызывали структурных изменений. 

Очищенный коммерческий геллан обладает полиэлектролитными 

свойствами благодаря наличию карбоновых групп глюкуроновой кислоты. 

Идентификация структур низкомолекулярный фракций осуществлялась 

методами 1Н и 13С ЯМР спектроскопии, ИК спектроскопии и 

термогравиметрии. Применение уравнения Фуосса позволило определить 

характерную вязкость очищенного коммерческого геллана в водном 

растворе. 

Кроме того, изучено влияние модельной слезной жидкости на 

вязкостные характеристики геллана. Показано, что оптимальное загущение  

водного раствора геллана наступает при концентрации ИСЖ 0.016-0.017 

моль·л⁻¹. 

Осуществлена модификация геллана с помощью полиоксазолина и 

подтверждена привязка сополимеров Геллан-PEtОx при помощи ИК-

спектроскопии. 

В ходе исследования было показано, что комплекс геллан-офлоксацин, 

стабилизированный ионными и водородными связями, образуется при 

соотношении 2:1 моль/моль и обладает хорошей стабильностью. Кинетика 

высвобождения офлоксацина из комплекса различается в дистиллированной 

воде и фосфатном буфере: в буфере высвобождение происходит быстрее, 

что связано с разрушением ионных связей, а в воде процесс замедляется за 

счет гидратации и набухания геллановой пленки. Кумулятивное 

высвобождение офлоксацина из пленок геллан-офлоксацина составило 36% 

в воде и 97,3% в буфере, что подтверждает эффективность системы как 

потенциальной платформы для доставки лекарств. 

Результаты проведенной работы были опубликованы в междунароных 

рецензируемых статьях (Приложение А). 
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ГК  – гиалуроновая кислота 

ЛВ   – лекарственное вещество 

ЛФ – лекарственная форма 

ЛС  – лекарственное средство 

ЛП – лекарственный препарат 

ДЛС – динамическое лазерное светорассеяние 

ИСЖ – модельная слезная жидкость 

КМЦ – карбоксиметилцеллюлоза 

СДЛ  – система доставки лекарств 

ТГА   – термогравиметрический анализ 

УЗ  – ультразвук 

ЯМР   – ядерный магнитный резонанс 

ИК  – инфракрасное (излучение) 

GG  – gellan gum 

EtOx – 2-Этил-2-оксазолин 

РEtOx – поли(2-этил-2- оксазолин) 
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