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Развитие современной медицины показыва-
ет, что эффективность действия лекарственных 
веществ во многом определяется размером их 
частиц [1], возможностью их адресной достав-
ки к поврежденным органам и контролируемым 
высвобождением в течение определенного вре-
мени [2]. Многие современные лекарственные 
вещества плохо растворимы в воде, хотя одним 
из основных свойств, определяющих эффектив-
ность применения органических соединений в 
качестве лекарственных препаратов, является 
скорость их растворения, зависящая от разме-
ра частиц вещества. [3] Уменьшение размера 
частиц лекарственных веществ увеличивает их 
биодоступность как в результате повышения 
скорости растворения, так и благодаря прони-
цаемости биологических барьеров для частиц 
с размером менее 200 нм. Поэтому синтез на-
ноформ лекарственных веществ становится од-
ним из основных направлений создания новых 
высокоэффективных лекарственных препара-
тов [4–6].

Перспективны терапевтические препараты с 
контролируемым высвобождением лекарствен-
ных веществ, в том числе лекарственные фор-
мы, при введении которых в организм высво-
бождение лекарственных молекул происходит 
дольше, чем в случае обычных лекарственных 
форм [7, 8]. Создание лекарственных форм кон-
тролируемого действия приводит также к сни-
жению пиковой концентрации и устранению 
временных колебаний концентрации активного 
вещества в крови и тканях организма, неизбеж-
ных при периодически повторяющихся прие-
мах обычных лекарственных препаратов. Такие 

лекарственные формы могут быть получены 
путем связывания фармакологически активных 
компонентов с биополимерной матрицей, ко-
торая обеспечивает постепенный выход из нее 
лекарственного вещества и длительное под-
держание необходимой концентрации действу-
ющего препарата в организме или локально в 
определенном органе-мишени [9]. В качестве 
возможных «депо» матриц для наночастиц ле-
карственных препаратов могут быть использо-
ваны системы на основе таких биополимеров, 
как альгинат кальция [10, 11], бычий сыворо-
точный альбумин [12] и желатин [13, 14]. Жела-
тиновые биополимеры легко и в необходимом 
количестве могут быть получены непосред-
ственно из биологических источников. Они не-
токсичны, биосовместимы и биоразлагаемы, 
так как метаболизируются пищеварительными 
ферментами в безвредные пептиды, тогда как 
синтетические полимеры могут накапливаться 
в организме. Полимерные матрицы на основе 
желатина обладают также низкой иммуноген-
ностью. Отсутствие затрат на синтез новых ле-
карственных веществ делает их выгодными и с 
экономической точки зрения. 

Желатин активно используют в медицине и 
фармацевтике при производстве капсулирован-
ных лекарств, в качестве матриц и покрытий 
для имплантатов, как стабилизатор в вакцинах 
против кори, эпидемического паротита, крас-
нухи, японского энцефалита, бешенства, диф-
терии и столбняка. В настоящее время рядом 
научных групп желатиновые биополимерные 
матрицы используются в качестве носителей в 
системах направленной доставки или для обе-
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спечения контролируемого высвобождения ле-
карственных веществ [15–18].

В качестве тестового лекарственного препа-
рата в работе использован антибактериальный 
препарат широкого спектра действия диок-
сидин (2,3-бис-(гидроксиметил)хиноксалина 
1,4-ди-N-оксид). Диоксидин (рис. 1) является 
производным ди-N-окиси хиноксалина и при-
меняется при лечении гнойных бактериальных 
инфекций, поверхностных и глубоких ран раз-
личной локализации, длительно незаживаю-
щих ран и трофических язв, флегмон мягких 
тканей, инфицированных ожогов, гнойных ран 
при остеомиелитах, гнойных плевритах, эмпием 
плевры, перитонитов, циститов, гнойных процес-
сов в грудной и брюшной полости. Этот препарат 
оказывает влияние как на грамотрицательные, так 
и на грамположительные аэробные и анаэробные 
бактерии. Механизм бактерицидного действия 
препарата – повреждение ДНК бактерии. Раствор 
препарата имеет желтую окраску, и его высво-
бождение в водные и биологические среды легко 
отслеживается спектрофотометрически.

Цель настоящей работы – криоформирова-
ние гибридных систем диоксидин / желатин, а 
также установление взаимосвязей между усло-
виями криоформирования систем, их структу-
рой и кинетикой высвобождения лекарственно-
го вещества.

Экспериментальная часть

Субстанцию диоксидина, соответствую-
щую фармакопейной статье 42-2308-97, жела-
тин из свиной шкуры (тип «А», «Sigma-Aldrich 
G1890»), формалин («Русхим», Россия) марки 
ФМ, физиологический раствор («СОЛОфарм», 
Россия) ГОСТ 4233-77 использовали без пред-
варительной очистки.

Для получения систем диоксидин / желатин 
в 50 мл дистиллированной воды при нагрева-
нии на водяной бане при 40–60 °С и перемеши-
вании растворяли 0,5 г диоксидина и от 0,5 до 

5 г желатина. Полученные растворы помещали 
в стальные поддоны и замораживали на полке 
лиофильной сушки при (–30 °C) или жидким 
азотом (–196 °C) и помещали на 24 ч в лиофиль-
ную сушку «Advantage wizard 2:0» («VirTis», 
США) при температуре на конденсаторе –50…
–55 °С; постепенном нагревании продукта от 
–30 до +30 °С и остаточном давлении в камере 
(6–8)·10–2 Торр. Высушенные диски образцов 
помещали на 60 мин в эксикатор с формалином 
для сшивания полимерной матрицы.

ИК-Фурье-спектры порошкообразных образцов 
снимали по методике неполного внутреннего отра-
жения в диапазоне 4000–400 см–1 по 32 скана с раз-
решением 1 см–1 на спектрометре «Bruker Tensor 
II» (Германия) с приставкой «ATR platinum».

Микрофотографии систем диоксидин / же-
латин регистрировали методом сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ) с помощью 
электронного микроскопа «FEI QUANTA 650 
FEG» («Thermo Fisher Scientific», Хиллсборо, 
Орегон, США) Центра коллективного пользова-
ния Института физической химии и электрохи-
мии им. А.Н. Фрумкина РАН. Регистрацию ми-
крофотографий осуществляли при ускоряющем 
напряжении 5 кВ в высоком вакууме с детекто-
ром вторичных электронов.

Кинетику высвобождения из желатиновых 
матриц диоксидина и его УФ-спектры реги-
стрировали на спектрофотометре «Jasco V-770» 
(«Jasco», Япония) при λ = 375 нм и в интервале 
200–500 нм. Образцы равного объема помещали 
в стакан с 50 мл физиологического раствора, че-
рез промежуток времени отбирали пробу в 1 мл 
и определяли ее поглощение при 375 нм, а затем 
возвращали обратно. 

Антибактериальную активность гибридных 
композитов антибактериальных препаратов 
определяли стандартным диско-диффузион-
ным методом с использованием дисков Диокси-           
дин / желатин (d = 0,4 мм, h = 2 мм). В качестве 
тест-культур использовали штаммы бактерий 
E. Coli 52 и S. Aureus 144 из коллекции культур 
кафедры микробиологии биологического фа-
культета МГУ имени М.В. Ломоносова. Экс-
перименты проводили в чашках Петри, содер-
жащих 20 мл агаризованной питательной сре-
ды, подсушенной в течение суток (толщина слоя 
среды 4 мм). Измерение зон задержки роста (ЗЗР) 
тест-культур проводили через 24 ч инкубации.

Результаты и их обсуждение

Синтез систем диоксидин / желатин про-
водили с использованием водных растворов-

Рис .  1. Структурная  формула                    
диоксидина 
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предшественников с постоянной концентра-
цией диоксидина (1 мас.%) и концентрацией 
полимера, варьировавшей от 1 до 10 мас.% 
(диоксидин / 1–10% желатин). Замораживание 
проводили при –30 и –196 °С (диоксидин / же-
латин-30 и диоксидин / желатин-196). Объемы 
растворов-предшественников были постоянны, 
при их замораживании использовали одинако-
вые формы, поэтому диски систем диоксидин / 
желатин различались по плотности. Они содер-
жали равное количество диоксидина, но различ-
ное количество полимерной составляющей.

ИК-спектры полученных систем содержали 
полосы функциональных групп как диоксиди-
на, так и желатина (рис. 2). Наблюдаемый сдвиг 

полос валентных и деформационных колеба-
ний (Δʋ, см–1) OH- и NO-групп диоксидина, ва-
лентных колебаний NH-групп желатина и полос 
Амид 1 и Амид 2 (таблица) позволяет предпо-
ложить наличие донорно-акцепторных взаимо-
действий этих групп матрицы и лекарственного 
препарата. 

УФ-спектр выделившегося в физиологический 
раствор компонента систем диоксидин / желатин 
соответствовал диоксидину. В нем присут-
ствуют интенсивные поглощения при 240 и 
256 нм, относящиеся к переходу π → π* электро-
нов атомов ароматической системы, и полоса 
низкой интенсивности при 375 нм, относяща-
яся к переходу n → π* с участием неспарен-

Рис. 2. ИК-спектры системы диоксидин / 1% желатин 

Рис. 3. Кинетические кривые высвобождения диоксидина из систем 
диоксидин / желатин-30 (желатин в прекурсоре, мас.%: 1 – 1, 2 – 2, 3 – 4, 4 – 8, 5 – 10)
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Соотнесение основных полос ИК-спектра систем диоксидин / 1% желатин и ее индивидуальных 
компонентов (предшественников)

Структурный фрагмент Диоксидин / желатин, 
см–1

Индивидуальный компонент, 
см–1 Δ ʋ, см–1

Диоксидин

OH (ν) 3299 3376; 3252

CH (ν) 3077 3077 0

Диоксид хиноксалина                                
(ν, ароматического кольца и группы 

N → O)
1516 1511 5

NO (ν) 1377 1372 5

C–O–H 1316 1311 5

C–O–H 1024 1022 2

NO 975 964 11

Желатин

OH (ν), NH2 (ν) 3299 3286 13

C=O (ν), (Амид 1) 1637 1625 12

N–H (δ), C–N (δ), (Амид 2) 1543 1524 19

ных электронов атома кислорода. Кинетиче-
ские кривые высвобождения лекарственного 
вещества из систем диоксидин / желатин-30 
приведены на рис. 3. Время высвобождения 
полного диоксидина в зависимости от усло-
вий синтеза систем меняется от 3 до 10 ч. При 
увеличении содержания желатина в растворе-
предшественнике, использованном при синте-
зе систем, время высвобождения диоксидина 
сначала увеличивается и проходит через мак-
симум в случае образца диоксидин / 8% же-
латин. Дальнейшее увеличение содержания 
полимера в матрице приводит к снижению 
времени его высвобождения. Замораживание 
матрицы при –196 °С способствует сокраще-
нию времени высвобождения лекарственно-
го компонента (рис. 4). В этом случае время 
высвобождения лекарственного компонента 
растет с увеличением содержания желатина в 
растворе-предшественнике и достигает мак-
симального значения (10 ч) в случае образца 
диоксидин / 10% желатин-196.

Согласно микрофотографиям СЭМ (рис. 5), 
системы диоксидин / желатин являются по-
ристыми (диаметр пор от 100 до 20 000 нм).            
В случае образцов с низким содержанием же-
латина поры переходят одна в другую через 
поры меньшего размера. Их размер не превы-

шает 5000 нм. Увеличение концентрации жела-
тина в растворе-предшественнике для систем 
диоксидин / желатин-30 приводит сначала к 
снижению среднего диаметра пор и увеличе-
нию толщины их стенок, а затем (в случае си-
стем диоксидин / 10% желатин-30), наоборот, 
к увеличению диаметра пор до 20 000 нм. Ве-
роятно, поэтому скорость высвобождения ле-
карственного компонента сначала снижается 
(с увеличением доли «мелких» пор), а потом 
увеличивается (по мере  «укрупнения» пор). 
Замораживание при –196 °C растворов-пред-
шественников позволяет получить при низ-
ком содержании лекарственного компонента 
более тонкостенные поры, высвобождение из 
которых за счет большей удельной поверхности 
происходит быстрее. С увеличением концентра-
ции желатина растет толщина стенок пор, но их 
диаметр находится в диапазоне 100–5000 нм. 

Антибактериальную активность получен-
ных систем тестировали диско-диффузионным 
методом.  Зоны задержки роста вокруг дисков 
для систем диоксидин / желатин-30 сначала 
плавно сокращались с увеличением содержа-
ния желатина, а затем (при 6%-й концентрации 
желатина-30) выходили на плато (рис. 6). В слу-
чае систем, при синтезе которых использовали 
заморозку жидким азотом, наблюдалась ана-
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логичная картина, величины ЗЗР образцов 
практически не зависели от условий замороз-
ки матрицы и совпадали в пределах погреш-
ности для образцов с равной концентрацией 

Рис. 4. Кинетические кривые высвобождения диоксидина из систем диоксидин / 8% жела-
тин-196 (а) и диоксидин / 8% желатин-30 (б)

Рис. 5. Микрофотографии СЭМ образцов: диоксидин / 1% желатин-30 (а), диоксидин / 10% 
желатин-30 (б), диоксидин / 10% желатин-196 (в)

желатина. Уменьшение среднего диаметра пор 
матриц и увеличение времени высвобождения 
активных компонентов приводит к сокраще-
нию ЗЗР бактериальных штаммов.
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Рис. 6. ЗЗР бактериальных штаммов E. coli (1) и S. aureus (2) вокруг дисков систем диоксидин 
/ желатин-30, полученных с использованием растворов предшественников с разной концен-

трацией желатина (1–10%) 
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На основании вышесказанного можно сде-
лать вывод, что варьирование условий крио-
формирования систем диокидин / желатин по-

зволяет направленно изменять пористую струк-
туру желатиновых матриц и время высвобожде-
ния из них активного компонента. 
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