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Карбоцепные полимеры, прежде всего, поли-
виниловый спирт и N-поливинилпирролидон
широко используют в качестве полимеров-носи-
телей биологически активных веществ [1, 2].
Применение водорастворимых полимеров-носи-
телей на основе N-виниламидов позволяет созда-
вать новые лекарственные средства с полифунк-
циональной биологической активностью [3–6].

Необходимым этапом синтеза сополимеров
медико-биологического назначения является
очистка полимерного носителя лекарственных
веществ от примесей катализаторов и не вступив-
ших в реакцию мономеров [7]. Такая проблема
возникла при получении новой генерации поли-
мерных противотуберкулезных препаратов с ис-
пользованием в качестве полимерных носителей
водорастворимых карбоксилсодержащих сополи-
меров на основе N-виниламидов.

Цель настоящей работы – разработка хромато-
графических методов аналитического контроля и
очистки, а также определения молекулярных ха-
рактеристик сополимеров N-винил-2-пирроли-
дона (ВП) с 6-кротоноиламинокапроновой кис-
лотой (6-КАКК) разного состава (схема).

Структурная формула сополимера ВП–6-КАКК (m1 и
m2 – содержания звеньев ВП и 6-КАКК в сополимере). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Эксклюзионную хроматографию проводили

на высокоэффективном жидкостном хроматогра-
фе фирмы “KNAUER” (Германия) семейства
“Smartline” с термостатом колонок Jet Stream,
спектрометрическим детектором на основе диод-
ной матрицы К-2501 и рефрактометрическим де-
тектором. Хроматографические пики регистри-
ровали рефрактометрическим и спектрофото-
метрическим детекторами в диапазоне длин
волн λn 200–330 нм в соответствии с максимума-
ми поглощения разделяемых соединений. Уль-
трафиолетовые спектры соединений регистри-
ровали в режиме реального времени без останов-
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ки потока с использованием детектора на основе
диодной матрицы. Запись хроматограмм и расчет
молекулярно-массовых характеристик проводили с
помощью программного обеспечения Clarity Chrom
(Германия). Разделение выполняли на хроматогра-
фической колонке 300 × 7.8 мм TSK-G-3000 (Toy-
Soda, Япония) при 22°С. В качестве элюента ис-
пользовали 0.2 M водный раствор NaCl.

Гидродинамические характеристики исследо-
вали в 0.2 М растворе NaCl. Характеристическую
вязкость [η] измеряли с помощью вискозиметра
Оствальда при 22°С.

Для количественной тонкослойной хромато-
графии (ТСХ) применяли кремнеземные пласти-
ны ПТСХ-C-А на стеклянной подложке (ООО
НЦ “Ленхром”, Россия). Адсорбент предвари-
тельно обрабатывали серной кислотой для получе-
ния протонированного варианта кремнеземного
сорбента. Пластины после хроматографирования
обработывали на видеоденситометре-флуориметре
“ДенСкан” (Россия) с программным обеспечением
Амперсенд-Ленхром (Россия).

Сополимеры очищали от низкомолекулярных
продуктов с помощью препаративной гель-про-
никающей хроматографии низкого давления
(ГПХ) в диметилформамиде на колонке (600 ×
× 30 мм) с гелем Сефадекс LH-20. Расход элюента
составлял 20 мл/ч. Фракции элюата (по 4 мл) со-
бирали в пробирки и измеряли оптическую плот-
ность при λ 264 нм на приборе СФ-256 УВИ (Рос-
сия).

Содержание карбоксильных групп в сополи-
мерах устанавливали потенциометрическим тит-
рованием 0.1 М водным раствором NaOH на pH-
метре HJ2210.

Схема синтеза 6-КАКК и возможность целе-
направленного получения сополимеров ВП–6-
КАКК с заданной молекулярной массой (ММ) в
процессе радикальной сополимеризации описа-
ны нами ранее [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В случае синтеза сополимеров носителей с ва-

рьируемым гидрофильно-гидрофобным балан-
сом возникает проблема очистки их от гидрофоб-
ного сомономера, который трудно удалить мето-
дами диализа или переосаждения [9].

Для определения состава продуктов свободно-
радикальной сополимеризации и удаления оста-
точного мономера использовали метод ГПХ низ-
кого давления. Выходная кривая элюирования
сополимера ВП–6-КАКК (m2 = 11.6 мол. %,
ММ ~ 30000) приведена на рис. 1. На хромато-
грамме показан пик с удерживаемым объемом
23 мл, относящийся к сополимеру. Фракции элю-
ата (пробирки с 20-ой по 30-ю) были собраны,
сконцентрированы, и сополимер был выделен в

этоксиэтан. Вид кривой элюирования свидетель-
ствует о том, что методом препаративной
ГПХ удается отделить основной компонент про-
дуктов сополимеризации. Выделенный продукт
по данным потенциометрического титрования
содержал 8.9 мол. % карбоксильных групп.
Это позволило рассчитать количество примесной
6-КАКК (II), удаленной при препаративной ГПХ
сополимера (I), которое составило 23.2% от мас-
сы неочищенного сополимера.

Анализ исходных и очищенных ГПХ образцов
сополимеров методом ВЭЖХ подтвердил нали-
чие низкомолекулярных соединений в исходном
сополимере (рис. 2). Для идентификации пиков 1
и 2 на хроматограмме исследовали хроматогра-
фическое поведение реперного образца 6-КАКК
(пик 2). Сравнение исходных сополимеров после
синтеза образцов сополимеров, препаративно
выделенных методом колоночной жидкостной
хроматографии низкого давления, и реперных
образцов 6-КАКК свидетельствует об очистке со-
полимера ВП–6-КАКК от примесей исходного
мономера 6-КАКК.

Данные ТСХ также показывают, что сополи-
мер ВП–6-КАКК после очистки не содержит
примеси 6-КАКК (рис. 3). В качестве элюента ис-
пользовали смесь этанол–вода–25%-ный рас-
твор аммиака (10 : 1.2 : 1.6, по объему). Детектиру-
ющим специфическим реактивом служил рас-
твор бромкрезолового зеленого в этиловом
спирте, доведенный до рН 8–9 раствором NaOH.
В этих условиях зона 6-КАКК движется с Rf =
= 0.1–0.2, сополимер – с Rf = 0.7, а ПВП с ММ =
= 40000 – с Rf = 0.9.

При оценке молекулярно-массовых характе-
ристик и полидисперсности ряда функциональ-
ных сополимеров N-виниламидов необходимо
учитывать, что они могут являться полиэлектро-
литами [10, 11]. Сополимеры ВП с 6-КАКК как
полианионы обнаруживают эффект “полиэлек-
тролитного” набухания в растворах и полиэлек-
тролитной “инклюзии” при эксклюзионной хро-
матографии [12]. Для нивелирования этих эффек-
тов при исследованиях сополимеров методами
ВЭЖХ, молекулярной гидродинамики и оптики
использовали водные растворы сополимеров в
0.2 М растворе NaCl [13].

Как известно, в методе ГПХ разделение мак-
ромолекул происходит согласно их гидродинами-
ческим размерам Vh ~ [η]M2/3 [14]. Изучение гид-
родинамических характеристик сополимеров в
0.2 M водном растворе NaCl показало, что при
разбавлении растворов полиэлектролитные эф-
фекты (в виде возрастания приведенной вязкости
(ηo – 1)/c) не наблюдались (рис. 4). По величине
наклонов прямолинейных зависимостей приве-
денной вязкости (константа Хаггинса K ') [15]
можно судить о термодинамическом качестве
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растворителей. Установлено, что в данном случае
существует конкуренция электростатических и
термодинамических взаимодействий при ухуд-
шении термодинамического качества раствори-
теля при увеличении содержания соли. Отличие
значений приведенной вязкости для сополиме-
ров с различным мольным составом указывает на
то, что при увеличении в сополимере содержания
6-КАКК средневязкостная ММ существенно
уменьшается.

Сополимеры ВП относятся к карбоцепным
бионедеградируемым носителям лекарственных
веществ. К ним как носителям биологически ак-
тивных веществ предъявляют жесткие требова-
ния не только по чистоте препарата, но и по ММ,
которая не должна превышать 40000 Да – крити-
ческого значения ММ синтетических полимеров,
пропускаемых почками [16, 17].

Для расчета молекулярно-массовых распреде-
лений и средних ММ методом ВЭЖХ проведена

Рис. 1. Кривая элюирования в методе гель-проникающей хроматографии сополимера ВП–6-КАКК при разных дли-
нах волн, нм: (r) – 265, (h) – 277, (m) – 286; I – сополимер ВП–6-КАКК, II – 6-КАКК.
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Рис. 2. Хроматограмма сополимера ВП–6-КАКК с молекулярной массой в диапазоне ~30000–41000: 1 – очищенный
сополимер, 2 – сополимер после реакции сополимеризации, 3 – 6-КАКК. Колонка – (300 × 7.8 мм) TSK-G-3000, элю-
ент – 0.2 M раствор NaCl, 22°С, 254 нм.
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градуировка хроматографической системы по ра-
нее полученным образцам узкодисперсных стан-
дартов водорастворимого полимера поли-N-ви-
нилформамида в 0.2 М водных растворах NaCl.
Полидисперсность и средние ММ сополимеров
ВП–6-КАКК определяли через универсальную
градуировочную зависимость (УГЗ) Бенуа lgKd =
= f(lgM η), где Kd – коэффициент распределения
[18]. Молекулярные массы рассчитывали с помо-
щью УГЗ [13] с использованием констант в урав-
нении Марка−Куна−Хаувинка−Сакурады [η] =
= KMɑ (дл/г) для поли-N-винилформамида (К =
= 1.1 × 10–4, α = 0.76 см3/г) [19] и поли-N-винил-
пирролидона (К = 6.76 × 10–4, α = 0.55 см3/г) в 0.2 М
растворе NaCl [20].

Величину “относительных” ММ сополимеров
оценивали по поли-N-винилпирролидону в тех
случаях, когда содержание второго сомономера
не превышало 35 мол. % [21]. Значения “относи-
тельных” средних ММ и полидисперсность ис-
следованных статистических сополимеров с раз-
личным содержанием 6-кротоноиламинокапро-
новой кислоты приведены в табл. 1.

* * *
Таким образом, разработаны хроматографиче-

ские методы аналитического контроля препара-
тивной очистки сополимера от примесей гидро-
фобной 6-КАКК, а также оценки ММ и полидис-
персности сополимеров ВП–6-КАКК.
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Таблица 1. Гидродинамические и молекулярные характеристики сополимеров ВП–6-КАКК в 0.2 М NaCl

* После очистки.

Образец [�], дл/г k ' MN × 10–3 MW × 10–3 MW/MN

(I)-2 (33.6 мол. % КАКК) 0.08 1.5 7.6 16.0 2.1

(I)-1 (11.6 мол. % КАКК) 0.18 0.25 15.0 30.0 2.0

(I)-1* (8.9 мол. % КАКК) 0.195 0.28 14.4 33.0 2.3
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