
Гид ро ге ли мик ро- и на но раз ме ров пред став -
ля ют бо ль шой ин те рес в ка че ст ве средств до став -
ки не то ль ко низ ко мо ле ку ляр ных со е ди не ний, но
и био по ли ме ров — бел ков, пеп ти дов, ге нов, нук ле -
и но вых кис лот и др. [1—4]. Из ве ст но [5, 6], что
вклю че ние био мак ро мо ле кул в со став мик ро ге лей 
из ме ня ет их фар ма ко ки не ти че ский про филь, па ра -
мет ры эф фек тив но сти и бе зо пас но сти, обес пе чи -
ва ет про лон ги ро ван ное дей ст вие и сни же ние ко ли -
че ст ва по боч ных эф фек тов.

Мик ро ге ли пред став ля ют со бой по ри с тые
хо ро шо на бу ха ю щие мик ро раз мер ные ча с ти цы,
про стран ст вен ная сет ка ко то рых со сто ит из по пе -
реч но-сши тых мак ро мо ле кул. Для по лу че ния мик -
ро ге лей ис по ль зу ют при род ные или син те ти че -
ские по ли ме ры, ме ди ко-био ло ги че ские свой ст ва

ко то рых удов лет во ря ют же ст ким тре бо ва ни ям
фар ма ко ло гии: низ кая токсич ность, био сов ме сти -
мость, спо соб ность к био дег ра да ции в жи вом ор -
га низ ме без об ра зо ва ния токсич ных про дук тов
рас па да и т.д. 

Сре ди про из вод ных по ли са ха ри дов осо бое
вни ма ние как ком по нент си с тем до став ки ле -
карств при вле ка ет фос фат крах ма ла (ФК), по лу ча е -
мый пу тем эте ри фи ка ции ор то фос фор ной кис ло -
той в рас пла ве мо че ви ны. ФК от ве ча ет кри те ри ям
био сов ме сти мо сти и био ре зор би ру е мо сти, ха рак -
те ри зу ет ся низ ким уров нем токсич но с ти, об ла да -
ет соб ст вен ной про ти во опу хо ле вой ак тив но стью
[7]. На ли чие в со ста ве мик ро ге лей ФК фун к ци о на -
ль но ак тив ных групп по зво ля ет вклю чать в них
био мак ро мо ле ку лы основ но го и цвит те ри он но го
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Ми к ро ге  ли фос фа то в крах ма ла  для кон т р о ли ру  е  мо го
вы  де ле ния би о мак р о мо ле  кул

В сис те ме ор то фос фор ная кис ло та—мо че ви на по лу че ны ге ле об ра зу ю щие фос фа ты 
крах ма ла с со дер жа ни ем фос фор но кис лот ных групп 2,1—3,8 ммоль/г. В опы тах
in vitro изу че на ско рость дег ра да ции фос фа тов крах ма ла в бу фер ном рас т во ре в от -
сут с т вие и в при сут с т вии -а ми ла зы. По ка за но, что фос фа ты крах ма ла вос п ри им чи -
вы к фер мен та тив ной дег ра да ции, од на ко по ме ре рос та ко ли чес т ва фос фат ных
групп ско рость би о дес т рук ции пос те пен но по ни жа ет ся. Про де мон с т ри ро ва на прин -
ци пи аль ная воз мож ность ис поль зо ва ния мик ро ге лей со сред ни ми раз ме ра ми
7,8—60,1 мкм для соз да ния сис тем с кон т ро ли ру е мым вы де ле ни ем интер фе рон-
 альфа-2b.

Клю че вые сло ва: мик ро ге ли, про лон ги ро ван ная фор ма интерферон-альфа-2b, ско рость выс во бож де ния ре ком би нан т но -
го ин тер фе ро на -аль фа 2-b, фос фат крах ма ла.
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Юр к ш то вич Та ть я на Лу ки нич на, Го луб На та лья Ва си ль ев на, Юр к ш то вич Ни ко лай Кон стан ти но вич, Быч ков ский Па вел Ми -
хай ло вич, Ко с те ро ва Ра и са Ива нов на, Али нов ская Ва лен ти на Алек сан д ров на.

Спи сок со кра ще ний: ГПЗ — глю ко пи ра ноз ное зве но; Е — меж ду на род ная еди ни ца ак тив но сти; ФБР  — фос фат ный бу фер ный
рас твор; ФК — фос фат крах ма ла.

* Ав то р для пе ре пи с ки.



ха рак те ра не то ль ко пу тем диф фу зии в гид ро фи ль -
ную сет ку, но и по сред ст вом об ра зо ва ния по ли -
элек т ро лит ных ком п лек сов. По лу че ние про лон ги -
ро ван ных форм био мак ро мо ле кул на осно ве раз ра -
ба ты ва е мых мик ро ге лей ФК иск лю ча ет ис по ль зо -
ва ние токсич ных низ ко мо ле ку ляр ных ве ществ
(сши ва ю щих аген тов) и рас тво ри те лей, что упро -
ща ет и уде шев ля ет тех но ло гию по лу че ния та ких
форм и сни жа ет ве ро ят ность инак ти ва ции бел ка.

Не смот ря на это, све де ния об ис по ль зо ва нии
гид ро ге лей на осно ве ФК для со зда ния про лон ги -
ро ван ных ле кар ст вен ных средств в ли те ра ту ре от -
сут ст ву ют.

Це лью дан ной ра бо ты яв ля лось по лу че ние
и изу че ние свойств мик ро ге лей ФК, оцен ка воз -
мож но сти со зда ния на их осно ве си с тем с кон т ро -
ли ру е мым вы де ле ни ем био мак ро мо ле кул.

В ка че ст ве мо де ль но го ле кар ст вен но го ве -
ще ст ва вы бран ин тер фе рон-аль фа-2b, пред став ля ю -
щий со бой бе лок с мо ле ку ляр ной мас сой 18,5 кДа, 
име ю щий до ступ ные для свя зы ва ния с ФК ами -
ног руп пы. Из ве ст но [8], что в ре жи ме мо но- или
ком би ни ро ван ной те ра пии ин тер фе рон-аль фа-2b
эф фек ти вен для ле че ния он ко ло ги че ских (хро ни -
че ско го ми е ло ид но го лей ко за, мно же ст вен ной ми -
е ло мы, зло ка че ст вен ной ме ла но мы и др.) и ви рус -
ных (хро ни че ских ви рус ных ге па ти тов, гер пе ти че -
ских по ра же ний и ОР ВИ) за бо ле ва ний.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ма те ри а лы. В ка че ст ве ис ход ных ма те ри а -
лов и ре а ген тов ис по ль зо ва ны кар то фе ль ный крах -
мал (со дер жа ние ами ло зы 23,8%), ор то фос фор ная 
кис ло та ( 4

20  = 1,698 г/мл; кон цен т ра ция (С) = 85,4%), 
мо че ви на мар ки «х.ч.» (ЗАО «Век тон», Рос сия),
ре ком би нан т ный ин тер фе рон-аль фа-2b (по лу чен
в Рес пуб ли кан ском на уч но-прак ти че ском цен т ре
ге ма то ло гии и транс фу зи о ло гии МЗ РБ). Фер мент 
пан к ре а ти че ская -ами ла за че ло ве ка был из го тов -
лен Sig ma-Al d rich Corp. (США); ис по ль зо ва ли со -
ли про из вод ст ва ОАО «Бел ре а хим» (Бе ла русь) и

«Ре а хим» (Рос сия).
По лу че ние мик ро ге лей фос фа тов крах -

ма ла. Об раз цы ФК бы ли по лу че ны пу тем эте ри -
фи ка ции крах ма ла сме сью ор то фос фор ной кис -
ло ты и мо че ви ны при мо ль ном со от но ше нии
ГПЗ—Н3РО4—(NH2)2CO = 1,0 : (0,4—0,8) : 4,0 в
те че ние 4 ч при тем пе ра ту ре 125° и дав ле нии
0,08—0,20 атм [9, 10]. 

В об раз цах ФК опре де ля ли со дер жа ние фос -
фо ра (СР, ммоль/г) ре ак цией с мо либ да том ам мо ния
[11] и азо та (СN, ммоль/г) ме то дом Кье ль да ля [12]. 
ИК-спек т ры об раз цов ре ги ст ри ро ва ли при ком нат -

ной тем пе ра ту ре на ин ф рак рас ном спек тро фо то -
мет ре Ther mo Ni co let FT-IR Ne xus. Пре па ри ро ва -
ние об раз цов осу ще ст в ля ли ме то дом прес со ва ния 
с бро ми дом ка лия.

Для по лу че ния мик ро ге лей 0,1% сус пен зии
ФК об ра ба ты ва ли уль т ра зву ком при сле ду ю щих усло -
ви ях про цес са: 1) мощ ность 1 Вт/см2; тем пе ра ту ра
око ло 40±5°С; время 45 мин; 2) мощ ность 30
Вт/см2; тем пе ра ту ра око ло 0±2°С; время 15 мин; 

Опре де ле ние раз ме ра ча с тиц. Мор фо ло -
гию струк тур ных эле мен тов, со став ля ю щих ча с -
ти цы мо ди фи ци ро ван но го крах ма ла, изу ча ли с ис -
по ль зо ва ни ем элек т рон но го мик ро ско па LEO 1420
(Гер ма ния). Раз мер и объ ем ное со дер жа ние ча с -
тиц раз но го раз ме ра в сус пен зии оце ни ва ли с по -
мо щью ана ли за то ра раз ме ра ча с тиц Mas ter si zer
3000 (Ве ли коб ри та ния).

Опре де ле ние сте пе ни на бу ха ния. Сте пень 
на бу ха ния (Q, г/г) опре де ля ли гра ви мет ри че ски
по раз но сти мас сы на бух ше го и вы су шен но го об -
раз цов [10].

Опре де ле ние по те ри мас сы ФК в бу фер -
ном рас тво ре в при сут ст вии и в от сут ст вие
-ами ла зы. По те рю мас сы на тив но го крах ма ла и
мик ро ге лей ФК (сред ний диа метр 600 мкм) в усло -
ви ях in vit ro опре де ля ли гра ви мет ри че ски [13, 14].
Для это го на ве с ку об раз ца (0,5 г) по ме ща ли в 50 мл 
фос фат но го бу фер но го рас тво ра (ФБР), рН 6,8, со -
дер жа ще го 11,7 мг хло ри да на трия. Кон цен т ра ция 
-ами ла зы в ФБР со став ля ла 0,01% или 1,2 Е/мл.
Зна че ние рН, из ме рен ное до и по сле хра не ния об -
раз цов в рас тво рах, оста ва лось по сто ян ным и рав -
ным 6,8.

По сле ин ку ба ции в те че ние опре де лен но го
вре ме ни в ФБР об раз цы ко ли че ст вен но от де ля ли от
рас тво ра на стек лян ном фи ль тре (раз мер пор 40 мкм),
про мы ва ли во дой для уда ле ния фос фа тов на трия
и ка лия и су ши ли при тем пе ра ту ре 50° под ва ку у -
мом. По те рю мас сы об раз ца (m,%) опре де ля ли
по фор му ле:

m m m
m
ucx

ucx

  100 , %,

где mисх и m — мас са су хих об раз цов до и пос ле
на хож де ния в фос фат ном бу фер ном рас т во ре в те -
че ние ука зан но го вре ме ни.

Опре де ле ние вос ста нав ли ва ю щей спо соб -
но сти гид ро ли за тов крах ма ла и фос фа та крах -
ма ла. Вос ста нав ли ва ю щую спо соб ность дан ных
со е ди не ний, в со став ко то рых вхо дят мо но-, ди- и
оли го са ха ри ды, опре де ля ли иодо мет ри че ским ме -
то дом [15] и вы ра жа ли как чис ло гид ро ли зо ван -
ных -1,4-гли ко зид ных свя зей (n), со от вет ст ву ю -
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щее по вос ста нав ли ва ю щей спо соб но сти ко ли че ст -
ву мо лей глю ко зы, в пе ре сче те на 1 г об раз ца:

n = Vk(   


V T V
V m

o ) ,
1

где Vk — объ ем рас т во ра Na2S2O3, ис поль зо ван -
ный при тит ро ва нии рас т во ра иода в кон т роль ном 
опы те, мл; Vо — объ ем рас т во ра Na2S2O3, ис поль -
зо ван ный при тит ро ва нии из быт ка рас т во ра иода,
мл; Т — титр рас т во ра Na2S2O3, н.; V и V1 — об -
щий объ ем рас т во ра и объ ем отоб ран ной алик во -
ты, со от вет с т вен но, мл; m — мас са об раз ца, г.

Рент ге но фа зо вый ана лиз об раз цов про во -
ди ли на рент ге нов ском диф рак то мет ре HZG-4А
(Carl Ze iss, Je na) с ис по ль зо ва ни ем из лу че ния Cu K,
Ni-фи ль тра и по то чеч ной за пи си. Пре па ри ро ва -
ние об раз цов осу ще ст в ля ли ме то дом хо лод но го
прес со ва ния по ли ме ра в виде мо но лит ных круг -
лых таб ле ток.

По лу че ние ин тер по ли э лек т ро лит но го ком п -
лек са ФК и ин тер фе рон-аль фа-2b. Ин тер по ли -
э лек т ро лит ные ком п лек сы ФК с со дер жа ни ем ин -
тер фе рон-аль фа-2b 82 мкг/мг по лу ча ли пу тем на -
бу ха ния 0,01 г об раз цов ФК в 1 мл рас тво ра ин тер -
фе ро на (2·108 Е/мл) и по сле ду ю ще го ли о фи ль но -
го вы су ши ва ния. 

Опре де ле ние сте пе ни вы сво бож де ния ин -
тер фе рон-аль фа-2b из мик ро ча с тиц. На гру жен -
ные бел ком мик ро ча с ти цы ре сус пен ди ро ва ли в 1 мл
ди с тил ли ро ван ной воды до до сти же ния 1%-ной
кон цен т ра ции ФК и по ме ща ли в ста кан, со дер жа -
щий 9 мл фос фат но го бу фер но го рас тво ра (рН 6,8).
Вы сво бож де ние ин тер фе рон-аль фа-2b из мик ро -
ча с тиц в ФБР изу ча ли при тем пе ра ту ре 37±0,5° и
ско ро сти пе ре ме ши ва ния 300 об/мин. Че рез за дан -
ные ин тер ва лы вре ме ни (30 мин, 1 ч, 3, 6, и 24 ч)

от би ра ли по 0,3 мл сме си и од но вре мен но в ста -
кан до бав ля ли 0,3 мл ФБР для под дер жа ния по сто -
ян но го объ е ма. Для от де ле ния наи бо лее мел ких
мик ро ча с тиц, на хо дя щих ся в ФБР по сле вы хо да
бел ка в рас твор, ото бран ную смесь (0,3 мл) цен т ри -
фу ги ро ва ли (60 мин, 10000 g). За тем из по лу чен но -
го су пер на тан та вновь от би ра ли алик во ту (0,1 мл)
и опре де ля ли ко ли че ст во де сор би ро ван но го бел ка 
в нем ме то дом Брэд форд [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Эф фек тив ность си с тем ад рес ной до став ки
за ви сит от свойств по ли ме ра-но си те ля, опре де ля ю -
щих ки не ти ку вы сво бож де ния ле кар ст ва из фа зы
мик ро ге лей.

В табл. 1 при ве де ны ре зу ль та ты из ме не ния
фун к ци о на ль но го со ста ва фос фа тов крах ма ла в за -
ви си мо сти от со от но ше ния ком по нен тов в ре ак ци -
он ной сме си. Вид но, что с ро с том кон цен т ра ции
Н3РО4 уве ли чи ва ет ся со дер жа ние фос фо ра и азо -
та, вхо дя щих в со став фос фат ных и кар ба мат ных
групп. На ли чие в ФК фос фор со дер жа щих и кар ба -
мат ных групп под твер ж де но ме то дом ИК-спек тро -
ско пии [10]. В ИК-спек т рах всех мо ди фи ци ро ван -
ных об раз цов крах ма ла при сут ст ву ют по ло сы по -
гло ще ния в об ла с ти 950—1050 см–1 (ва лен т ные ко -
ле ба ния групп С—О—Р, P—O—P и Р—О—Н) и
1210—1240 см-1 (ва лен т ные ко ле ба ния груп пы
Р=О), что сви де те ль ст ву ет о на ли чии фос фат ных
групп; ре ги ст ри ру ет ся так же ин тен сив ная по ло са
по гло ще ния вбли зи 1710 см–1, обу слов лен ная
асим мет рич ны ми ва лен т ны ми ко ле ба ни я ми свя -
зей С=О в кар ба мат ных груп пах.

Как вид но из табл. 1, по ме ре ро с та кон цен т -
ра ции H3PO4 в со ста ве эте ри фи ци ру ю щей сме си в 
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Та б ли  ца  1
Tab le  1

Усло вия син те за и фи зи ко-хи ми че ские свой ст ва фос фа тов крах ма ла
Con di ti on for syn t he sis and phy si coc he mi cal pro per ti es of starch phosphates

Об ра зец
Sample

Мо ль ное со от но ше ние
ГПЗ—Н3РО4—(NH2)2CO

Mo lar ra tio of
GPC—Н3РО4—(NH2)2CO

Вы ход
гель-фрак ции, %

Yield of gel
frac ti on, %

Q, г/г
Q, g/g

Хи ми че ский со став

СP, ммоль/г
СP, mmol/g

СN, ммоль/г
СN, mmol/g

ФК1
SP1

1:0,4:4,0 78,3 29,5 2,4 1,1

ФК2
SP2

1:0,6:4,0 96,7 23,8 3,4 1,2

ФК3
SP3

1:0,8:4,0 98,3 14,4 3,8 1,4



об раз цах ФК уве ли чи ва ет ся со дер жа ние фос фат -
ных групп и уме нь ша ет ся их рав но вес ная сте пень
на бу ха ния. На бух шие в во де мик ро ге ли ФК пред -
став ля ют со бой про зрач ные без ви ди мых уплот не -
ний мно го гран ни ки раз лич ных раз ме ров и фор мы
(рис. 1). Са мые мел кие ча с ти цы (1—3 мкм) име ют 
близ кую к сфе ри че ской фор му, од на ко при сут ст ву -
ют и ча с ти цы в фор ме по ло сок, мно го уго ль ни ков,
а так же мас сив ные ас со ци а ты и кон г ло ме ра ты, яв -
ля ю щи е ся, ве ро ят нее все го, ре зу ль та том аг ре га -
ции двух, трех или зна чи те ль но бо ль ше го чис ла
сфе ри че ских ча с тиц.

Ти пич ное рас пре де ле ние на бух ших ча с тиц
по раз ме рам, по лу чен ное с ис по ль зо ва ни ем ме то -
да рас се я ния ла зер но го из лу че ния, при ве де но на
рис. 2. Вид но (см. рис. 2, а), что все об раз цы не за -
ви си мо от усло вий фос фо ри ли ро ва ния ха рак те ри -
зу ют ся асим мет рич ным рас пре де ле ни ем ча с тиц;
при этом объ ем ное со дер жа ние мик ро ге лей с раз -
ме ром > 300 мкм по сте пен но рас тет при пе ре хо де
от ФК с низ кой сте пе нью на бу ха ния (для ФК3 этот 
по ка за тель со став ля ет 45%) к гид ро ге лям с бо лее
вы со кой сте пе нью на бу ха ния (для ФК2 эта ве ли чи -
на рав на 55%, для ФК1 — 70%). Со глас но ли те ра тур -
ным дан ным [17], на ли чие аг ре га тов с раз ме ра ми 
250 мкм в инъ ек ци он ной си с те ме ад рес ной до став -
ки ле карств не же ла те ль но из-за ри с ка эм бо лии со -
су дов за счет по па да ния круп ных ча с тиц в ка пил -
ля ры. В свя зи с этим об ра зо вав ши е ся аг ре га ты раз -
ру ша ли пу тем УЗ-об ра бот ки 0,1%-ных сус пен зий
мик ро ге лей ФК при двух ре жи мах мощ но сти уль т -

ра зву ка: 1 и 30 Вт/см2. Как по ка за ли ре зу ль та ты ис -
сле до ва ния (см. рис. 2, b и c), сред ний раз мер ча с -
тиц об раз цов ФК по сле УЗ-воз дей ст вия зна чи те ль -
но уме нь ша ет ся и со став ля ет для пер во го ре жи ма
50,4—60,1 мкм (см. рис. 2, с), для вто ро го —
7,8—13,5 мкм (см. рис. 2, b). Та кие мик ро ча с ти цы
ФК мо гут быть при ме не ны для по лу че ния инъ ек -
ци он ных си с тем с кон т ро ли ру е мым вы де ле ни ем
био мак ро мо ле кул.

Сте пень на бу ха ния мик ро ге лей от но сит ся к 
наи бо лее важ ным ха рак те ри сти кам си с тем кон т ро -
ли ру е мой до став ки био мак ро мо ле кул, по ско ль ку
этот по ка за тель опре де ля ет не то ль ко ки не ти ку де -
гра да ции гид ро ге лей, но и при ем ле мую ско рость
по да чи ле кар ст ва в по ра жен ный ор ган [18]. Из
табл. 1 сле ду ет, что ва рь и ро ва ние ко ли че ст ва ор то -
фос фор ной кис ло ты в фос фо ри ли ру ю щей сме си
по зво ля ет по лу чить гид ро ге ли с со дер жа ни ем фос -
фат ных групп 2,4—3,8 ммоль/г и од но вре мен но с
раз лич ной сте пе нью на бу ха ния (29,5—14,4 г/г).
Со глас но ли те ра тур ным дан ным [10], уме нь ше ние
сте пе ни на бу ха ния по мере ро с та со дер жа ния фос -
фор со дер жа щих групп свя за но с об ра зо ва ни ем в
про дук тах ре ак ции не то ль ко мо но за ме щен ных,
но и дву за ме щен ных эфи ров, ко то рые вы сту па ют
в ка че ст ве меж мо ле ку ляр ных сши вок (рис. 3).

На ли чие в со ста ве ФК гид ро ли ти че ски и
фер мен та тив но де ст рук ти ру е мых свя зей (в груп -
пах С—О—Р и Р—О—Р, -1,4-гли ко зид ные свя -
зи) опре де ля ет воз мож ность про те ка ния про цес са 
био дег ра да ции гид ро ге лей со глас но ме ха низ мам
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Рис. 1. Мик ро фо тог ра фии крах ма ла (a) и фос фа тов крах ма ла (ФК2, см. табл. 1) (b), на бух ших в во де

Fig. 1. A microphotograph of water-swollen starch (a) and starch phosphates (SP2, Table 1) (b)



фер мен та тив но го и хи ми че ско го гид ро ли за. Для
вы яс не ния вли я ния каж до го из ви дов де ст рук ции
по ли мер ной сет ки на глу би ну био дег ра да ции ФК
в мо де ли in vit ro ис по ль зо ва ли ме то ды гра ви мет -
рии, опре де ле ния вос ста нав ли ва ю щей спо соб но -
сти гид ро ли за тов, ска ни ру ю щей элек т рон ной мик -
ро ско пии, эле мен т но го ана ли за и рент ге но фа зо во -
го ана ли за. Про ве де но со по став ле ние сте пе ни де -
гра да ции мик ро ге лей ФК и зе рен кар то фе ль но го
крах ма ла.

Вы дер жи ва ние крах ма ла в ФБР в те че ние
1—21 сут со про вож да лось по те рей 0,5—2,6% мас -
сы об раз цов, что свя за но иск лю чи те ль но с про ник -
но ве ни ем мел ко дис пер с ных ча с тиц об раз цов че -
рез по ры фи ль тра при раз де ле нии твер дой фа зы и
рас тво ра. Вве де ние в ФБР 0,01% -ами ла зы при -

во дит к уве ли че нию по те ри мас сы крах ма ла за
счет фер мен та тив но го гид ро ли за.

Пред став лен ные в табл. 2 дан ные сви де те ль -
ст ву ют о том, что в от ли чие от на тив но го крах ма -
ла об раз цы ФК чув ст ви те ль ны к не фер мен та тив -
ной де ст рук ции: по ме ре уве ли че ния сро ка хра не -
ния в ФБР воз ра с та ют по те ри мас сы мик ро ге лей,
сте пень на бу ха ния, уме нь ша ет ся со дер жа ние фос -
фо ра. В ре зу ль та те рас тет дли на от рез ка мак ро мо -
ле кул меж ду дву мя сшив ка ми, уме нь ша ет ся ком -
пак т ность по ли мер ной сет ки.

Под твер ж де ни ем из ме не ния струк ту ры гид -
ро ге лей ФК в ре зу ль та те не фер мен та тив ной де ст -
рук ции по ли мер ной сет ки яв ля ют ся дан ные элек т -
рон ной мик ро ско пии (рис. 4). Вид но, что вы дер -
жи ва ние об раз цов ФК в ФБР в те че ние 1 сут при во -
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Рис. 2. Про филь рас п ре де ле ния мик ро ге -
лей фос фа тов крах ма ла по раз ме рам час тиц: a —
мик ро ге ли ФК до УЗ -об ра бот ки; b, c — мик ро ге ли 
ФК пос ле УЗ -об ра бот ки: b — мощ ность 1 Вт/см2;
c — мощ ность 30 Вт/см2 ; 1 — ФК1; 2 — ФК 2;
3 — ФК3 (см. табл. 1)

Fig. 2. A profile of starch phosphate
microgels particle size distribution: (a), SP
microgels before sonication; (b) and (c), SP
microgels after sonication: (b), with power 1
Wt/cm2; (c), with power 30 Wt/cm2; (1), SP1; (2),
SP2; and (3), SP3 (Table 1)



дит к уве ли че нию раз ме ров пор по ли мер ной сет -
ки, утон че нию ее сте нок. К 7-м сут кам на блю да ет -
ся объ ем ное раз ру ше ние ча с тиц на бо лее мел кие
фраг мен ты (мик ро- и на но ча сти цы). Ве ро ят но, под
воз дей ст ви ем ФБР (ион ная сила 0,4) на ру ша ет ся
си с те ма во до род ных свя зей, свя зы ва ю щая бо лее
мел кие ча с ти цы в кон г ло ме ра ты и аг ре га ты, что
при во дит к их рас па ду.

В то же вре мя, на блю да е мые из ме не ния над -
мо ле ку ляр ной струк ту ры ФК при хра не нии в бу -
фер ном рас тво ре не ль зя од но знач но свя зать с про -
те ка ни ем гид ро ли за дву за ме щен ных эфи ров, а так -
же рас щеп ле ни ем фос фат ных свя зей (Р—О—Р) с
вы де ле ни ем ор то фос фор ной кис ло ты. На ми уста -
нов ле но, что при вы дер жи ва нии ФК в ФБР име ет
мес то вы мы ва ние фос фо ри ли ро ван ных дек ст ри -
нов, оли го- и мо но са ха ри дов, ко то рые об ра зо ва -
лись ра нее на ста дии фос фо ри ли ро ва ния крах ма -
ла и на хо ди лись внут ри сет ки мик ро ге лей. При сут -
ст вие этих ве ществ бы ло под твер ж де но окра ши ва -
ни ем на до са доч но го рас тво ра в крас но-бу рый
цвет при до бав ле нии иода. Та ким об ра зом, при ве -
ден ные фак ты сви де те ль ст ву ют о том, что бе лок
мо жет вы сво бож да ть ся за счет объ ем но го раз ру -
ше ния по ли мер ной сет ки, при чем не то ль ко в ви -
де от де ль ных мак ро мо ле кул, но так же в фор ме
ком п лек сов с фос фа та ми дек ст ри на, оли го- и мо -
но са ха ри дов.

При до бав ле нии -ами ла зы в фос фат ный бу -
фер ный рас твор на блю да ет ся бо лее су ще ст вен ная 
по те ря мас сы об раз цов ФК, уме нь ше ние со дер жа -
ния в них фос фо ра, уве ли че ние сте пе ни их на бу ха -
ния, а так же гид ро лиз -1,4-гли ко зид ных свя зей
мак ро мо ле кул, т.е. мик ро ге ли ФК со хра ня ют вос -
при им чи вость к фер мен та тив ной де гра да ции (см.
табл. 2 и 3, рис. 5). Уро вень по те ри мас сы и чис ло
гид ро ли зо ван ных гли ко зид ных свя зей за ви сят от
ко ли че ст ва фос фор со дер жа щих групп в об раз цах
ФК и уме нь ша ют ся в ря ду ФК1 > ФК2 > ФК3 (см.
табл. 2, рис. 5). Сте пень де гра да ции ме нее «сши то -
го» ФК1 со по ста ви ма со ско ро стью де ст рук ции на -
тив но го крах ма ла. Так, ес ли по те ря мас сы гид ро ге -
ля ФК1, вы дер жан но го в те че ние 7 дней в ФБР в
при сут ст вии -ами ла зы, со став ля ет 16,9%, то для
на тив но го крах ма ла этот по ка за тель ра вен 17,5%.
Об раз цы ФК с бо лее вы со ким со дер жа ни ем фос -
фат ных групп и ме нь шей сте пе нью на бу ха ния, т.е. 
с бо лее «сши той» ком пак т ной струк ту рой, в ме нь -
шей ме ре под вер же ны фер мен та тив ной де ст рук -
ции, чем на тив ный крах мал (см. табл. 2, рис. 5).

Ана лиз ки не ти ки де ст рук ции ФК и на тив но -
го крах ма ла в те че ние 21 дня сви де те ль ст ву ет о
том, что она со сто ит из двух ста дий: в те че ние пер -
вых че тыр над ца ти дней сни же ние мас сы и гид ро -
лиз -1,4-гли ко зид ных свя зей про ис хо дят наи бо -
лее ин тен сив но; пос ле 14 сут ско рость де ст рук -

72 Биотехнология, 2016, T. 32, № 3

 ЮР К ШТО ВИЧ и др.

Рис. 3. Схе ма эте ри фи ка ции крах ма ла в сис те ме ор то фос фор ная кис ло та–мо че ви на

Fig. 3. A scheme for starch etherification in orthophosphoric acid—urea system 



ции зна чи те ль но сни жа ет ся (см. рис. 5). Оче вид -
но, пер вая ста дия от ра жа ет рас пад мак ро мо ле кул
по ли са ха ри да в наи бо лее до ступ ных для фер мен -
та об ла с тях струк ту ры, в то время как сле ду ю щая
свя за на с по сте пен ным раз ру ше ни ем -1,4- гли ко зид -
ных свя зей в ме нее до ступ ных уча ст ках. Для под -
твер ж де ния из ме не ния над мо ле ку ляр ной струк ту -
ры ФК, под вер г ну тых воз дей ст вию рас тво ра
-ами ла зы в ФБР в те че ние раз но го вре ме ни, был
ис по ль зо ван ме тод рент ге но фа зо во го ана ли за.

Диф рак тог рам мы, пред став лен ные на рис. 6, a,
сви де те ль ст ву ют о том, что основ ные реф лек сы,
ха рак тер ные для кри с тал ли че ской струк ту ры на -
тив но го крах ма ла (2 = 17,0°, 19,5° и 22,1°), пол но -
стью ис че за ют в об раз цах ФК. Вид но, что для диф -

рак тог рам мы ФК2 ха рак тер но на ли чие ши ро кой
по ло сы с мак си му мом око ло 2 =21,0°, что ука зы -
ва ет на амор ф ную струк ту ру мик ро ге лей. Од на ко
по ме ре уве ли че ния вре ме ни воз дей ст вия -ами ла -
зы до 21 дней вы со та пи ка по ло сы 2 =21,0° по сте -
пен но уве ли чи ва ет ся и сам пик сме ща ет ся в об -
ласть 2 = 19,5°. Этот факт сви де те ль ст ву ет о том,
что для об раз цов, под вер г ну тых дли те ль но му воз -
дей ст вию фер мен та, ха рак тер но воз ра с та ние упо -
ря до чен но сти струк ту ры.

Сле ду ет от ме тить, что бо лее низ кая ско -
рость био де ст рук ции гид ро ге лей ФК по срав не -
нию с на тив ным крах ма лом яв ля ет ся их не со мнен -
ным пре и му ще ст вом, обес пе чи ва ю щим бо лее дли -
те ль ное время пре бы ва ния в ор га низ ме.
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Та б ли  ца  2
Tab le  2

За ви си мость фи зи ко-хи ми че ских свойств на тив но го и фос фо ри ли ро ван но го крах ма ла 
от вре ме ни вы дер жи ва ния в фос фат ном бу фер ном рас тво ре и 0,01%-ном рас тво ре -ами ла зы
De pen den cy of phy si coc he mi cal pro per ti es of na ti ve and phos p ho ry la ted star c hes on time of hol ding
in phos p ha te buf fer and 0.01% -amy la se so lu ti on

Рас твор
Solution

Вре мя
вы дер жи ва ния, сут

Time
of in cu ba ti on, day

По ка за тель
Characteristics

Об ра зец
Sample

На тив ный
крах мал

Na ti ve starch

ФК1
SP1

ФК2
SP2

ФК3
SP3

ФБР
Phos pa te

buf fer

1

m, % 1,5 2,5 2,3 2,1

Q, г/г
Q, g/g

1,1 31,0 24,2 14,9

СР, ммоль/г
СР, mmol/g

–* 2,4 2,9 3,5

7

m, % 1,5 6,5 5,7 5,2

Q, г/г
Q, g/g

1,1 32,5 26,5 15,5

СР, ммоль/г
СР, mmol/g

– 2,3 3,0 3,3

0,01 %-ный рас твор
-ами ла зы в ФБР

0,01 % so lu ti on
of -amy la se in

phos p ha te
buf fer

1

m, % 10,6 7,9 3,0 2,5

Q, г/г
Q, g/g

1,1 30,6 24,9 15,7

СР, ммоль/г
СР, mmol/g

– 2,3 2,7 3,0

7

m, % 17,5 16,9 10,9 9,4

Q, г/г
Q, g/g

1,2 33,2 30,2 16,1

СР, ммоль/г
СР, mmol/g

– 2,2 2,6 2,9

*(–) озна ча ет “Не опре де ля ли”.



С це лью изу че ния прин ци пи а ль ной воз мож -
но сти по лу че ния на осно ва нии ФК си с тем с кон т ро -
ли ру е мым вы де ле ни ем био мак ро мо ле кул на ми
бы ли по лу че ны мик ро ге ли с вклю чен ным ин тер -
фе рон-аль фа-2b. 

На рис. 7 при ве де ны за ви си мо сти, ха рак те -
ри зу ю щие вы сво бож де ние ин тер фе рон-аль фа-2b
в ФБР из мик ро ча с тиц, раз ли ча ю щих ся раз ме ра -
ми и сте пе нью на бу ха ния. Вид но, что ва рь и руя
свой ст ва мик ро ге лей мож но кон т ро ли ро вать не то -
ль ко ко ли че ст во пер во на ча ль но го вы бро са ин тер -
фе рон-аль фа-2b, ко то рый бы ст ро со зда ет ци то ток -
си че ский эф фект в опы тах in vit ro на мо но слой -
ной ку ль ту ре опу хо ле вых кле ток He La, но и пе ри -
од по сте пен но го и не пре рыв но го вы сво бож де ния
оста ль но го ко ли че ст ва ци то ки на. Из рис. 7 сле ду ет,
что про цесс вы сво бож де ния ин тер фе рон-аль фа-
 2b из ча с тиц раз ме ром 56,0—60,1 мкм с до ста точ -
но вы со кой сте пе нью на бу ха ния (23,8—29,5 г/г)
со сто ит из не ско ль ких ста дий, каж дой из ко то рых

со от вет ст ву ет опре де лен ный уча с ток на кри вой. Пер -
вая фа за про цес са за клю ча ет ся в бы ст рой де сор б -
ции мак ро мо ле кул бел ка (33% в те че ние 30 мин);
при этом прак ти че ски сра зу со зда ет ся удар ная кон -
цен т ра ция ци то ки на. За тем про цесс вы сво бож де -
ния пе ре хо дит во вто рую ста дию, ха рак те ри зу ю -
щу ю ся прак ти че ски по сто ян ной ско ро стью, ко то -
рую опре де ля ют диф фу зия и раз ру ше ние по ли мер -
ной сет ки мик ро ге лей [19]. Для мик ро ге лей ФК со 
сте пе нью на бу ха ния 23,8 г/г, но име ю щих ме нь -
ший раз мер (7,8 мкм), а так же гид ро ге лей с от но -
си те ль но низ кой сте пе нью на бу ха ния (14,4 г/г) на -
ча ль ная ско рость вы сво бож де ния ин тер фе ро на
очень вы со ка (57,3—70,3% в те че ние пер вых 30 мин),
т.е. про цесс но сит «взрыв ной» ха рак тер. Этот факт
сви де те ль ст ву ет о том, что ин тер фе рон-аль фа-2b
ад сор би ро ван не то ль ко внут ри ча с тиц, но и на их
по вер х но сти.

Та ким об ра зом, пу тем эте ри фи ка ции крах -
ма ла в си с те ме ор то фос фор ная кис ло та—мо че ви -
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Рис. 4. Элек т рон ные мик ро фо тог ра фии фос фа -
тов крах ма ла (ФК2) до (a) и пос ле на хож де ния в фос фат -
ном бу фер ном рас т во ре в те че ние 1(b) и 7 (c) сут при 37°

Fig. 4. Microphotographs of starch phosphates (SP2) 
before (a) and after holding in phosphate buffer solution for
1 day (b) and 7 days (c) at 37°C



Биотехнология, 2016, T. 32, № 3 75

МИК РО ГЕ ЛИ ФОС ФА ТОВ КРАХ МА ЛА ДЛЯ КОН Т РО ЛИ РУ Е МО ГО ВЫ ДЕ ЛЕ НИЯ БИО МАК РО МО ЛЕ КУЛ

Рис. 5. Вли я ние вре ме ни ин ку ба ции на тив но го крах ма ла и фос фа тов крах ма ла в рас т во ре -а ми ла зы на ко ли чес т во гид -
ро ли зо ван ных гли ко зид ных свя зей (nГПЗ): 1 — крах мал; 2 — ФК1; 3 — ФК2; 4 — ФК3. Ле вая часть ри сун ка от ли ча ет ся от пра -
вой дли тель нос тью эек с пе ри мен та и ко ли чес т вом ис с ле до ван ных об раз цов

Fig. 5. Effect of time of incubation of native starch and starch phosphates in -amylase solution on number of hydrolyzed
glycoside bonds. (1), starch; (2), SP1; (3), SP2; and (4), SP3. Right and left parts of figure differ in time of experiment and number of
samples

Та б ли  ца  3
Tab le  3

За ви си мость по те ри мас сы и сте пе ни на бу ха ния крах ма ла и фос фа та крах ма ла (ФК2) 
от сро ка хра не ния в фос фат ном бу фер ном рас тво ре в при сут ст вии и в от сут ст вие -ами ла зы 
De pe den cy of mass loss and swel ling de gree of starch and starch phos p ha tes (SP2) on time
of hol ding in phos p ha te buf fer with or wit ho ut a-ami la se

Крах мал
Starch

ФК2
SP2

По те ря мас сы (m), %
Mass loss (m), %

Сте пень на бу ха ния
(Q), г/г

Swel ling de gree (Q), g/g

По те ря мас сы (m), %
Mass loss (m), %

Сте пень на бу ха ния (Q),
г/г

Swel ling de gree (Q), g/g

0
3 ч
1
3
7
14
21

–
2,6
1,5
2,3
0,5
2,4
2,1

–
9,3

10,6
15,4
17,5
33,6
32,4

1,0
1,0
1,1
1,1
1,1
1,1
1,0

1,0
1,2
1,2
1,1
1,2
1,2
1,3

–
0,05
2,30
2,30
5,70
5,90
6,00

–
0,09
3,00
3,50

10,90
16,20
17,10

23,8
23,6
24,2
26,5
26,5
29,9
29,5

23,8
25,2
24,9
26,9
30,2
30,4
30,5



на и по сле ду ю щей уль т ра зву ко вой об ра бот ки мо -
ди фи ци ро ван но го крах ма ла син те зи ро ва ны мик -
ро ге ли с со дер жа ни ем фос фо ра 2,4 —3,8 ммоль/г
(7,4—11,8 %) и сред ним диа мет ром 7,8—60,1 мкм.
Уста нов ле но, что гид ро ге ли ФК де гра ди ру ют в
ФБР (рН 6,8) при тем пе ра ту ре 37° и сте пень де гра -
да ции уве ли чи ва ет ся в при сут ст вии -ами ла зы.
При этом об щий уро вень де ст рук ции мик ро ге лей
по сте пен но уме нь ша ет ся по ме ре ро с та ко ли че ст -
ва вве ден ных в крах мал фос фат ных групп и, как
след ст вие, по ни же ния сте пе ни на бу ха ния об раз -
цов. По ка за но, что про филь вы сво бож де ния ин -

тер фе рон-аль фа-2b из мик ро ча с тиц за ви сит от их
раз ме ров и сте пе ни на бу ха ния.

По лу че но 17.03.16
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Mic ro  gels of  Starch Phos p ha tes  for the
Con t  ro l  led Re le  a se  of  B i o mac ro mo le cu les

Hyd ro gels on the ba sis of starch phos p ha tes con ta i ning
2.1—3.8 mmol/g of phos p ho ric acid gro ups have been pre pa red
by et he ri fi ca ti on of starch in an or t hop hos p ho ric acid–urea sys -
tem. In in vit ro ex pe ri ments, the rate of starch phos p ha tes de gra -
da ti on in a phos p ha te buf fer in the ab sen ce and pre sen ce of
-amy la se in the re ac ti on mix tu re was stu di ed. It was shown that
phos p ha te starch is ava i lab le for en zy ma tic hyd ro ly sis; ho we ver,
the rate of bi o deg ra da ti on was gra du al ly re du ced with in c re a sing
amo unts of phos p hа te gro ups. The po ssi bi li ty of using mic ro gels
with ave ra ge si zes 7.8—60.1 µm to cre a te sys tems with in ter fe ron 
al p ha-2b con t rol led re le a se was de mon s t ra ted. 

Key words: mic ro gels, a pro lon ged form of -in ter fe ron al -
p ha-2b, re com bi nant in ter fe ron al p ha-in ter fe ron re le a se, starch
phos p ha tes.
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