
РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ, 2024, том 19, № 1, с. 81–87

81

К 300-летию Санкт-Петербургского
государственного университета

ГИДРОГЕЛИ НА ОСНОВЕ ГЕЛЛАНА И ГРАФТ-СОПОЛИМЕРА 
ПУЛЛУЛАНА С БОКОВЫМИ ГРУППАМИ ПОЛИ(2-МЕТИЛ-2-

ОКСАЗОЛИНА)
© 2024 г.   А. А. Лезов1,*, В. Б. Рогожин1, А. А. Лезова1, Н. Г. Микушева1, И. Ю. Перевязко1,

Г. Е. Полушина1, А. С. Губарев1, И. М. Зорин1, Н. В. Цветков1

1Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия
*E-mail: a.a.lezov@spbu.ru

Поступила в редакцию 07.12.2023 г.
После доработки 14.12.2023 г.

Принята к публикации 14.12.2023 г.

Получена трехкомпонентная система на основе геллана, графт-сополимера пуллулана с боковыми
цепями поли(2-метил-2-оксазолином) и CaCl2, способная образовывать гели при контакте с вод-
ным раствором NaCl. Такая композиция может быть использована в медицинских целях, в частно-
сти для терапии офтальмологических заболеваний. Получены молекулярные характеристики ис-
ходных компонент геля, исследованы его вязкоупругие свойства. Установлено, что графт-сополи-
меры пуллулана с поли(2-метил-2-оксазолином) интегрируются в состав геля, при этом увеличение
их доли уменьшает его упругие свойства. Полученные гели не разрушались при нагревании вплоть
до температур ~70°С.
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ВВЕДЕНИЕ
Благодаря широкому спектру физико-химиче-

ских свойств, определяемых как составом, так и
их строением, полисахариды широко применя-
ются в пищевой химической промышленности,
медицине, области косметики и множестве дру-
гих направлений, как геле- и пленкообразовате-
ли, коагулянты, загустители и т.д. Многие поли-
сахариды имеют биологическое происхождение,
что, с одной стороны, облегчает их производство,
с другой, обеспечивает биоразлагаемость матери-
алов на их основе, а также в ряде случаев обуслов-
ливает их высокую биосовместимость, возмож-
ность применения в медицине. Благодаря плен-
кообразующим свойствам на базе пуллулана и
других полисахаридов совершенствуются техно-
логии создания растворимых оболочек для ле-
карств [1, 2]. На основе полисахаридов, склонных
к гелеобразованию, в частности геллана, получа-
ют системы, обеспечивающие доставку и дозиро-
ванное внедрение лекарств в организме. Так, за
счет наличия заряженных групп в составе цепи
появляется возможность контролировать про-
цесс гелеобразования в геллане посредством вве-
дения в его раствор одно- и многозарядных кати-

онов. Так как биологические жидкости содержат
катионы натрия в значительной концентрации,
это обусловливает возможность его применения
как связующего агента в составе систем доставки
лекарств при контакте с ними, а также свертыва-
ющего агента, ограничивающего кровопотери
при контакте с поврежденными тканями орга-
низма.

Одним из многообещающих медицинских
применений геллана оказывается доставка ле-
карств непосредственно на поверхность глаза.
Так как многие лекарства плохо удерживаются,
удаляясь вместе со слезами с поверхности глаза
при моргании, возникает проблема более дли-
тельного их удержания [3]. Связующие свойства
геллана, образующего гель в процессе взаимодей-
ствия с положительными ионами натрия в соста-
ве слезной жидкости, открывают возможность
создания систем длительного удержания лекарств
на его основе. В [4] была исследована геллановая
камедь, химически модифицированная поли(2-
этил-2-оксазолином). Ввиду того что химическая
модификация геллана – достаточно трудоемкая
процедура по причине его ограниченной раство-
римости в воде и сложностей с выделением про-
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дукта реакции, актуальной задачей является поиск
альтернативных вариантов получения лекарствен-
ных препаратов, способных к гелеобразованию.
Одно из путей решения указанной задачи заклю-
чается в создании систем, содержащих геллан как
агент, способный к контролируемому гелеобразо-
ванию, и совместимый с ним полимер, обеспечи-
вающий транспорт лекарственных препаратов. В
качестве последнего может выступать пуллулан
[2, 5], который значительно эффективнее подвер-
гается химической модификации ввиду неион-
ной природы и хорошей растворимости в воде.

В данной работе рассмотрим возможность со-
здания систем из геллана и пуллулана, химически
модифицированного биосовместимым поли(2-
метил-2-оксазолином), пригодным для транспор-
та лекарственных препаратов. Процессы гелеобра-
зования в исследованных системах регулируются
за счет изменения содержания NaCl в присутствии
многозарядных ионов Ca2+. Исследованы режимы
формирования гелей при вариации содержания
химически модифицированного пуллулана.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ РЕАКТИВЫ 
И МАТЕРИАЛЫ

Порошок геллана (Гл) (Sigma-Aldrich) соглас-
но данным количественного элементного анали-
за методом атомно-эмиссионной спектрометрии
с индуктивно связанной плазмой, полученным на
приборе ICPE-9000 Shimadzu (Япония), содер-
жит следующие компоненты: Ca = 0.287%, Mg =
= 0.032%, K = 2.56%, Na = 0.831%.

Азид-терминированный полиоксазолин (пМО).
В виале смешивали 2 мл свежеперегнанного ме-
тилоксазолина, 2 мл свежеперегнанного сульфо-
лана, 40 мг пара-нитрофенилсульфонилхлорида.
Вакуумировали, насыщали аргоном (три цикла).
Вакуумированную виалу помещали в баню с Т =
= 95°С и оставляли при перемешивании на 30 ч.
По окончании реакции выключали нагрев и при-
бавляли 1.5 мл насыщенного раствора азида на-
трия в диметилсульфоксиде (ДМСО) и оставляли
на ночь. Очищали диализом против воды (мем-
брана MWCO 2000). Выход 1.75 г. Степень поли-
меризации, определенная из спектра ЯМР 1Н,
как соотношение интегральных интенсивностей
сигналов протонов концевой нитрофенильной
группы (остаток инициатора) и боковых метиль-
ных групп звеньев цепи поли(2-метилоксазоли-
на) оказалась равна 130, что соответствует моле-
кулярной массе ММ = 11000.

Пропаргил-пуллулан (Пу). Готовили раствор,
содержащий 4.43 г КОН, 6.1 мл воды, 5.5 мл
ДМСО. В этот раствор помещали 1.6 г пуллулана.
После 10 мин перемешивания на магнитной ме-
шалке, но не дожидаясь полного растворения,
прибавляли порциями по 1 мл через 2 мин 4.0 см3

раствора 80 мас. % пропаргилбромида в толуоле
(Acros Organics). Перемешивание реакционной
смеси продолжали 24 ч. После этого реакцион-
ную смесь промыли спиртом дважды по 40 мл, за-
тем водой до нейтральной реакции по индикатор-
ной бумаге (не менее четырех порций по 30 мл) и
снова спиртом дважды по 20 мл. Выход составил
1.08 г. Перед присоединением боковых цепей
проводили фракционирование пропаргил-пуллу-
лана дробным осаждением из воды этанолом. Бы-
ли выделены три фракции с характеристически-
ми вязкостями 0.7, 0.52 и 0.26 г/дл. Для дальней-
шей модификации и исследований использовали
образец с наибольшей характеристической вяз-
костью 0.7 г/дл.

Графт-сополимеры пулуллана с боковыми звенья-
ми поли(2-метил-2-оксазолина) (Пу-пМО). К рас-
твору пропаргил-пуллулана (20–50 мг) в воде или
ДМСО добавляли поли(2-метил-2-оксазолин) с
концевыми азидными группами (300–700 мг), ас-
корбат натрия и ацетат меди(II), раствор переме-
шивали на магнитной мешалке при комнатной
температуре в течение нескольких дней. Затем
продукт диализовали против воды (мембрана
MWCO 12000) и лиофилизировали. Продукт после
диализа содержал некоторое количество непроре-
агировавшего полиоксазолина, который удалялся
переосаждением из метанола в этилацетат.

Согласно данным ЯМР каждый десятый–
одиннадцатый мальтотриозный остаток содер-
жал по одной макромолекуле пМО. Более по-
дробно вопросы синтеза графт-сополимеров пу-
луллана с боковыми звеньями поли(2-метил-2-
оксазолина) описаны в [6].

МЕТОДЫ
Исследования исходных полимеров методом

вискозиметрии проводили на микровискозимет-
ре Lovis 2000 M (Anton Paar GmbH, Грац, Ав-
стрия). Работа прибора основана на принципе
Гепплера. Для измерений использовали капилляр
с внутренним диаметром 1.59 мм, внутри которо-
го был размещен стальной шар, покрытый золо-
том. Диаметр шара составлял 1.5 мм. Время каче-
ния шара в капилляре измеряли, когда в нем на-
ходились растворы (tc) или растворители (t0), угол
наклона капилляра составлял 45°. Величины
характеристической вязкости [η] исследован-
ных полимеров определяли из соотношения

, где kH – кон-

станта Хаггинса [7], которая определяется термо-
динамическим качеством растворителя.

Исследования методом динамического рассе-
яния света (ДРС) проводили на установке “Pho-
toCor Complex” (фирма “Фотокор”, Россия) с
коррелятором на 288 каналов (минимальное вре-
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мя задержки 10 нс) и одномодовым твердотель-
ным лазером (λ0 = 654 нм).

Автокорреляционные функции интенсивно-
сти рассеянного света обрабатывали с помощью
программы “DynaLS” методом обратного преоб-
разования Лапласа, что позволило получить
функции распределения исследованных соедине-
ний в растворе по временам релаксации τ. Для
всех исследованных систем зависимости обрат-
ного времени релаксации от квадрата волнового
вектора рассеяния (q2 = (4πT/λsin(θ/2))2) прохо-
дили через начало координат в соответствии с вы-
ражением:  рис. 1), что свидетельствует о
диффузионном характере наблюдаемого процес-
са [8]. Углы рассеяния θ варьировали в пределах
от 30° до 130°. Коэффициенты поступательной
диффузии D0 исследованных макромолекул
определяли из концентрационных зависимо-

−τ =1 2Dq

стей D(c) при их экстраполяции к бесконечно-
му разбавлению в соответствии с выражением

, здесь A2 – второй ви-
риальный коэффициент. Показатели преломле-
ния растворителей n измеряли в автоматическом
рефрактометре Mettler Toledo (RM40, Швейца-
рия). Для расчета гидродинамических радиусов
использовали соотношение Стокса–Эйнштейна:

, здесь k – константа Больцмана, T –

абсолютная температура, η0 – вязкость раствори-
теля.

Измерения плотности проводили на лабора-
торном плотномере DM40 (Mettler Toledo, Швей-
цария).

Эксперименты по аналитическому ультрацен-
трифугированию (АУЦ) проводили с использова-
нием аналитической ультрацентрифуги “Pro-

( ) ( )= + + …0 21 2D c D A сM

=
πη0 06h
kTR

D

Рис. 1. Зависимости обратного времени релаксации (τ–1) от квадрата волнового вектора рассеяния q2, полученные для
быстрой (a) и медленной (б) мод рассеяния в водном растворе пМО при концентрации 1.06 г/дл; амплитудная зави-
симость модуля упругости G' ( ) и модуля потерь G" ( ) Гл в воде при концентрации 0.1 г/дл с добавлением CaCl2 в
концентрации 5 мM/л (в); нормализованные распределения интенсивности рассеянного света по гидродинамиче-
ским радиусам образцов Пу, Пу-пМО и пМО, полученные в воде методом ДРС при угле рассеяния θ = 90° (г).
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teomeLab XL-I Protein Characterization System”
(Beckman Coulter, Inc., Бреа, США). Частота вра-
щения ротора – 40000 об./мин. Седиментацию
исследуемых образцов наблюдали с помощью рэ-
леевской интерференционной оптической систе-
мы, оснащенной красным лазером (длина волны
655 нм) в качестве источника света. Обработку
экспериментальных данных проводили с помо-
щью программы Sedfit, с использованием модели
непрерывного распределения коэффициента се-
диментации c(s) [9]. Были определены коэффи-
циенты седиментации образцов s, из концентра-

ционной зависимости  опре-
делены коэффициент Гралена ks и коэффициент

( )− −= + + …1 1
0 1 ss s k c

седиментации при бесконечном разбавлении s0.
Молекулярные массы образцов MsD были рассчи-
таны из значений коэффициента седиментации s0
и коэффициента диффузии D0 согласно уравне-

нию Сведберга: , где  – удель-

ный парциальный объем исследуемой макромоле-
кулы, было установлено, что он равен 0.650 см3/г
для Пу, 0.804 см3/г для пМО и Пу-пМО и
0.597 см3/г для Гл. Коэффициент диффузии гел-
лана вычисляли из данных АУЦ с использовани-

ем соотношения ,
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Рис. 2. Химическая структура пуллулана (а), пуллулана, модифицированного поли(2-метил-2-оксазолином) (б) и гел-
лана (в), X – остаток инициатора (–SO2–Ph–NO2).
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здесь  – определяемое отношение коэффи-
циента поступательного трения исследуемой
макромолекулы к коэффициенту поступательно-
го трения эквивалентной сферы.

Реологические свойства гелей исследовали на
реометре MCR 702 TwinDrive (“Anton Paar” Ав-
стрия). Измерения проводили в геометрии “ко-
нус–плита”, диаметры верхней и нижней плиты
составляли 50 мм, угол конуса – 2°. Объем анали-
зируемого образца составлял 1.2 мл, исследован-
ные образцы термостатировались с точностью
0.01 K.

Все исследования поводили при температуре
25°C.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Образцы для формирования биосовместимых

гелей исследовали методами ДРС, АУЦ и виско-
зиметрии. На рис. 2 представлены химические
структуры пуллулана с боковыми группами по-
ли(2-метил-2-оксазолина) (пМО) и геллана.

В [5] было установлено, что Пу и Гл обладают
хорошим сродством, что позволяет смешивать
данные полимеры в широком диапазоне массо-
вых отношений. Пу хорошо растворим в воде, как
было установлено в [10], вода для данного поли-
мера является хорошим растворителем. Гл в воде
склонен к набуханию, а раствор становится гомо-
генным лишь после нагревания. В воде Гл фор-
мирует систему водородных и иных связей [11],
из-за чего определить молекулярные характери-
стики Гл в этом растворителе не представляется
возможным. В связи с этим в [12] использовали в
качестве растворителя для Гл ДМСО с добавле-
нием NaNO3. В данной работе использовали ана-
логичный растворитель ДМСО с NaNO3 в кон-

0( / )f f центрации 0.2 M. В этом растворителе Гл хорошо
растворяется, концентрационная зависимость
приведенной вязкости имеет линейный характер.
Присутствие низкомолекулярной соли NaNO3
экранирует электростатическое взаимодействие в
цепях Гл.

При концентрации Гл 0.1% в воде этот раствор
обладает хорошей текучестью при комнатной
температуре. В [11] были исследованы гели на ос-
нове Гл, сформированные с использованием низ-
комолекулярных солей NaCl и CaCl2. Добавление
в раствор Гл NaCl или CaCl2 приводило к тому,
что раствор утрачивал текучесть и формировал од-
нородную упругую массу. В настоящей работе ис-
пользовали комбинацию из этих двух солей для
получения гелей. На первом этапе к раствору Гл
добавляли CaCl2 в такой концентрации, чтобы при
температуре 25°С получившийся раствор оставал-
ся жидким в течение долгого (более 2 сут) срока,
однако утрачивал текучесть при дальнейшем по-
вышении концентрации CaCl2. Концентрация
ионов кальция в получаемой системе при этом
оказывалась такова, что на два мономерных звена
Гл приходился один ион кальция, она составляла
5 мM. Затем к раствору добавляли раствор NaCl,
что приводило к формированию геля.

Величины модулей упругости G ' и потерь G"
геля от амплитуды деформации γ при малых ам-
плитудах являются постоянными, что свидетель-
ствует о линейности механического поведения.
Эта область постоянных значений достаточно
протяженная, однако при достижении критиче-
ского значения γ* происходили достаточно рез-
кое падение G ' и рост G", что указывает на пере-
ход от твердого к текучему состоянию геля
(рис. 3). Данное поведение характерно для систем
в состоянии геля [13].

Рис. 3. Зависимости модуля упругости G ' и модуля потерь G" от амплитуды деформации γ, полученные для систем Гл
с добавлением Пу-пМО (a). Зависимости G ' от времени, полученные при γ = 1% сразу после 100%-ной деформации
для исследованных систем (б).
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ЛЕЗОВ и др.

Заметных изменений свойств растворов Пу и
гребнеобразного сополимера Пу-пМО в случае
присутствия в воде двухвалентной соли CaCl2 не
наблюдалось. Согласно данным ДРС, в воде об-
разец пМО имел бимодальное распределение ин-
тенсивности рассеяния по гидродинамическим
радиусам (рис. 1), первый пик соответствовал
диффузии индивидуальных молекул. Массовая
доля второй компоненты в растворе была незна-
чительна, сопоставление вкладов обеих компо-
нент было проведено согласно соотношению

 [13], здесь I – интенсивность рассеяния,
c – массовая концентрация частиц, α – показа-
тель степени, связывающий размеры частицы и
его объем. Для оценки вклада второй компонен-
ты были выбраны α = 3, что соответствует плот-
ной сферической упаковке, и α = 5/3, что соот-
ветствует полимеру в хорошем растворителе.
Оценка, сделанная на основе модели плотной
сферы, дает вклад крупных частиц, близкий к ну-
лю, а для модели полимера в хорошем раствори-
теле – примерно 0.2%. По всей видимости, имеет
место частичная агрегация цепей Пу, однако их
массовая доля в растворе незначительна.

Образец Пу и гребнеобразный сополимер Пу-
пМО, согласно данным ДРС, демонстрировали в
растворе унимодальное распределение по гидро-
динамическим радиусам. Установлено, что после
модификации макромолекул Пу боковыми цепя-
ми пМО молярная масса получаемого графт-со-
полимера Пу-пМО заметно падает (табл. 1). Ве-
роятно, это связано с тем, что в процессе клик-
реакции происходит частичная деградация Пу [6].

α~ hI cR

Для всех исследованных полимеров вычисле-
ны значения гидродинамического инварианта
согласно соотношению .
Значения A0 лежат в диапазоне от 3.0 × 10–10 до
3.6 × 10–10 эрг/(К моль1/3), что характерно для
гибкоцепных полимеров в хорошем или θ-рас-
творителе.

Гели на основе геллана и пуллулана, модифициро-
ванного поли(2-метил-2-оксазолином). Подготов-
ку гелей на основе Гл проводили следующим об-
разом: к разогретому до 60°C раствору Гл в воде
добавляли водный раствор Пу-пМО при посто-
янном перемешивании. Концентрация Гл в ито-
говой смеси составляла 0.1 г/дл. Концентрацию
Пу-пМО в общей смеси варьировали в пределах
от 7 до 50% от массы Гл. Далее к смеси добавляли
водный раствор CaCl2, так чтобы его итоговая
концентрация составляла 5 мM. В результате по-
лучалась смесь объемом 2 см3, визуально она об-
ладала высокой текучестью. После добавления к
смеси 1 см3 водного раствора NaCl с концентра-
цией 0.2 М происходило образование геля. Уста-
новлено, что при нагревании до 70°C образцы
приобретают текучесть, а при охлаждении вновь
формируют гель. Это свойство использовали при
нанесении гелей на измерительные поверхности
реометра.

Характер зависимостей G' и G", полученных
для систем Гл с добавлением Пу-пМО, был подо-
бен тому, который наблюдался для чистого Гл.
Обнаружено, что рост концентрации Пу-пМО в
составе геля приводит к понижению величины G',
измеряемой на горизонтальном участке ампли-
тудной зависимости (рис. 3). Снижение G', по-ви-
димому, обусловлено уменьшением числа узлов
сетки, формируемой двухвалентными ионами
кальция и молекулами Гл. Также было обнаруже-
но уменьшение прочности геля при увеличении
доли Пу-пМО в его составе, величина γ* для ис-
следованных систем уменьшалась с 4.6 до 1.7%
при увеличении доли Пу-пМО c 7 до 28% (табл. 2).

Падение упругости гелей при наличии в систе-
ме Пу-пМО от 7 до 28% свидетельствует, вероят-
но, о том, что данный полимер интегрируется в
структуру геля и препятствует формированию

[ ]( )= η η1/3
0 0 0/sDA M D T

Таблица 2. Предельные деформации и времена вос-
становления гелей Гл с Пу-пМО

Доля Пу-пМО в геле,
% от массового 
содержания Гл

g*, % tвосст, с

7 4.6 880
14 2.8 930
28 1.7 170
50 2.2 190

Таблица 1. Молекулярные характеристики полимеров, исследованных в работе

* Коэффициент диффузии был определен из данных АУЦ.

Образец Растворитель [η],
дл/г

D0 × 107,
см2/с

s0 × 1013, 
с-1

MsD × 10–3,
г/моль

A0 × 1010,
эрг/(К моль1/3)

Пу Вода 0.7 1.8 7.24 280 3.1
Пу-пМО Вода 0.3 2.8 4.46 200 3.3
пМО Вода 0.1 14.4 0.68 6 3.6
Гл ДМСО 0.2 NaNO3 16.1 0.19* 1.38 520 3.0
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кальциевых мостиков между мономерами Гл.
При этом рост концентрации Пу-пМО в составе
геля должен вести к увеличению степени гидрата-
ции геля. Как видно из экспериментальных дан-
ных, упругость перестает меняться при дальней-
шем увеличении доли Пу-пМО, для систем с 28 и
50% Пу-пМО в составе геля амплитудные зависи-
мости модулей G' и G" оказались близки. Возмож-
но, это связано с тем, что в данной системе фор-
мируется устойчивая система связей между мак-
ромолекулами Гл неизменной концентрации,
когда увеличение концентрации Пу-пМО в рас-
смотренном диапазоне уже неспособно повлиять
на ее физико-химические свойства.

Оценка скорости восстановления геля после
воздействия на него деформации γ = 100% пока-
зала, что свою структуру наиболее быстро восста-
навливают гели с концентрацией Пу-пМО 28 и
50%, это происходит за время tвосст, примерно рав-
ное 3 мин. Гели с концентрацией Пу-пМО 7 и
14% восстанавливаются примерно за 15 мин. Та-
кое увеличение скорости восстановления геля
при увеличении доли Пу-пМО в смеси может
быть связано с тем, что данный полимер со своим
гидратным окружением выполняет роль пласти-
фикатора в составе геля. Тем самым он облегчает
“подстройку” системы для формирования сети
межмолекулярных связей. С другой стороны, аб-
солютные значения модуля упругости для систем
с большим содержанием Пу-пМО (28 и 50%) в
среднем в 2 раза ниже, чем для тех, где Пу-пМО
мало (7 и 14%) (табл. 2), что также влияет на ско-
рость восстановления геля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Получены трехкомпонентные системы на ос-
нове Гл и Пу-пМО с добавлением CaCl2, которые
при контакте с раствором NaCl образуют гели.
Это открывает перспективу их использования в
качестве биоактивных агентов, способных при
контакте с биологическими жидкостями перехо-
дить в состояние геля. В частности, такие систе-
мы применимы в офтальмологии.

Показано, что при такой концентрации ионов
Ca2+, когда их суммарный заряд в растворе близок
к суммарному заряду цепей геллана (при условии
полной диссоциации), после добавления раство-
ра NaCl происходит гелирование. Наличие в рас-
творе Пу-пМО приводит к заметным изменениям
упругих свойств гелей, свидетельствующим о
том, что Пу-пМО интегрирован в структуру геля.
Полученные гели не разрушались при нагрева-
нии вплоть до температур ~70°С, при том, что со-
гласно [11] в присутствии только ионов Na+ с по-
вышением температуры структура геля разруша-

ется уже при температурах менее 30°С. Подобное
поведение исследованных гелей демонстрирует
возможность их практического применения для
транспорта лекарств к тканям организма в при-
сутствии биологических жидкостей в широком
температурном диапазоне.

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (грант № 22-13-00187),
https://rscf.ru/project/22-13-00187/. В работе ис-
пользовано оборудование научного парка СПбГУ:
“Центра диагностики функциональных материа-
лов для медицины, фармакологии и наноэлек-
троники”, центра “Магнитно-резонансные мето-
ды исследования”, центра “Методы анализа со-
става вещества”.
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