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Пектиновые полисахариды, благодаря наличию в структуре реакционно-способных карбоксильных функцио-
нальных групп, обладают высокой комплексообразующей способностью. Это расширяет область их практического при-
менения для разработки новых биологически активных веществ. В настоящей работе предложено получение комплекс-
ных соединений на основе пектата натрия и гуанидин гидрохлорида. Путем варьирования молярного количества гуани-
дина в отношении кислотных групп полисахаридной матрицы получены образцы, отличающиеся степенью замещения,
содержанием аминопроизводного соединения и показателями характеристической вязкости. Определено оптимальное
соотношение исходных соединений, при котором связывается предельное количество гуанидина с -СОО- группами пек-
тиновых макромолекул. Структура полученных комплексов исследована методом ИК-спектроскопии. Установлено, что
взаимодействие гуанидина с карбоксилами полисахарида сопровождается изменением интенсивности полос поглоще-
ния, соответствующих ионизированной кислотной группе. Также связывание гуанидина с полисахаридной матрицей
посредством ионных связей доказано проведением гидролитического расщепления комплексного соединения в кислой
среде. Показано, что с увеличением времени гидролиза от 3 до 24 ч наблюдается постепенное снижение исходной сте-
пени замещения комплексного соединения. Изучены антимикробные свойства полимерных комплексов с различными
характеристиками в отношении Staphylococcus aureus и Escherichia coli.
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Введение

В настоящее время продолжает расти интерес к получению полимерных производных гуанидина.
Очевидно, что это связано с возможностями разработки новых макромолекулярных систем, обладающих
ценными физико-химическими и различными фармакологическими свойствами [1, 2]. Поскольку молекула
гуанидина содержит в структуре реакционно-способные аминогруппы, то трансформация его из низкомоле-
кулярного в полимерное состояние может быть осуществлена различными путями [3–5]. Например, из-

вестны исследования, в которых предлагается про-
ведение химической фиксации гуанидиновых фраг-
ментов в элементарные звенья различных полиса-
харидов [6–8]. Этот подход синтеза оправдывается
тем, что, изменяя условия реакции и выбирая поли-
сахаридную цепь необходимой структуры, удается
получать продукты с широкими возможностями
практического применения.
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Обычно химическое присоединение гуанидина требует проведения предварительной функционализа-
ции полисахаридов [9, 10], благодаря чему становится возможным включение аминопроизводного соедине-
ния в исходные макромолекулы. Так, по этому принципу в ранее проведенных исследованиях нами были
получены гуанидинсодержащие производные полисахаридов с широким диапазоном физико-химических
свойств, найдена зависимость между структурой и антимикробной активностью [11, 12]. Присоединение гу-
анидина было осуществлено через альдегидные группы предварительно активированных периодатным
окислением полисахаридов. В ходе исследований на этапах синтеза было обнаружено, что гуанидин взаимо-
действует с окисленной целлюлозой исключительно через альдегидные группы с последующим образова-
нием ковалентных связей. Тогда как диальдегидпектиновые макромолекулы могут связывать гуанидин од-
новременно карбонильными и кислотными группами, образуя химические связи (ковалентные и солевые)
различной устойчивости в модельных средах.

Исходя из вышеизложенного следует, что высокая комплексообразующая способность -СОО- групп
пектина может открыть новые перспективы в нашем аспекте исследований, а именно предоставить возмож-
ность включения гуанидиновых фрагментов в структурные единицы кислотных полисахаридов без предва-
рительной функционализации полимерных молекул. Здесь также следует учесть, что присоединение гуани-
дина к пектиновой макромолекуле посредством легкогидролизуемых ионных связей может привести к раз-
личным фармакологическим эффектам, выявление которых требует проведения дополнительных исследо-
ваний. Именно поэтому целью данной работы является получение комплексов гуанидина с пектиновыми
полисахаридами и исследование их биологически активных свойств.

Экспериментальная часть

В работе использованы: коммерческий высокоэтерифицированный цитрусовый пектин со степенью
метоксилирования 65% (степень этерификации полисахарида вычисляли методом потенциометрического
титрования [13]), влажностью 8.2% и средней молекулярной массой 162 кДа; гуанидин гидрохлорид квали-
фикации х.ч.

Получение пектата натрия. 50 г цитрусового пектина высушенного до постоянной массы растворяли
в 1 л дистиллированной воды. Далее в образовавшийся раствор медленно добавляли 1% раствор NaOH до
значения рН 8.8–9.0 и выдерживали 2 ч при 55–60 °С. Полученный пектат натрия осаждали ацетоном, мно-
гократно промывали 75% этанолом и сушили при 45–50 °С [14]. Контроль за состоянием карбоксильных
функциональных групп при получении пектата натрия проводили методом ИК-спектроскопии в области ва-
лентных колебаний группы -СОО- (1600–1800 см-1). Содержание свободных карбоксильных групп в полу-
ченном продукте находили титриметрическим методом [13].

Получение комплексов гуанидина с пектатом натрия. Для установления предельного связывания гу-
анидина проведена серия экспериментов с различным соотношением пектата натрия и низкомолекулярного
агента. Полимерные соли гуанидина синтезировали в водной среде по следующей методике: к водному рас-
твору пектиновой соли добавляли гуанидин гидрохлорид при молярном соотношении
СООNa : (H2N)2С=NH = 1 : 0.5–4 моль. Раствор оставляли перемешиваться на 0.25–5 ч при комнатной
температуре. Далее целевой раствор подвергали диализу в течение 24 ч (с пятикратной сменой диализной
воды)  в мешках с пределом пропускания по белку 5000  Да.  Продукты реакции отделяли путем
сублимационной сушки. Количественное содержание гуанидина вычисляли методом УФ-спектроскопии
при λмакс=195 нм [15].

ИК-спектры пектата натрия и полученных комплексов снимали на спектрометре Vector-22 в области
длин волн 400–4000 см-1 в таблетках KBr (3 мг образца/300 мг KBr). Содержание азота (N, %) в образцах
определяли на элементном анализаторе марки Eura EA (Италия). Характеристическую вязкость пектата
натрия и полученных комплексов определяли путем измерения времени течения растворов в вискозиметре
Уббелоде [16]. В качестве растворителя использовали 1% раствор NaСl. Время течения растворов для каж-
дого образца измерялось трижды.

Кислотный гидролиз полученных комплексов проводили подобно ранее разработанной мето-
дике [17], путем растворения исследуемых образцов в воде с последующим помещением образовавшихся
растворов в диализные мешки (с пределом пропускания по белку 5000 Да). Затем подготовленные диализные
мешки помещали в емкость с ацетатным буферным раствором (рН 3). В течение 1.5–24 ч отбирали требуемое
количество раствора из диализного мешка и осаждали ацетоном. Образовавшиеся осадки промывали 75%
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этиловым спиртом, высушивали в течение суток в вакуумном шкафу и по вычислению остаточного количе-
ства азота находили степень замещения образцов. Параллельно с этим экспериментом снимали спектры по-
глощения полученных диализатов на спектрофотометре UV-1280 (Shimadzu, Япония), в диапазоне длин волн
190–350 нм.

При исследовании антимикробной активности синтезированных комплексов в условиях in vitro в
качестве тест-культур использовали штаммы Staphylococcus aureus АТСС 25923 и Escherichia coli NC 101.
Количественная оценка противомикробного действия полученных комплексов проводилась методом
диффузии в агар, основанном на способности исследуемых соединений диффундировать в подготовленную
питательную среду, на которых был проведен высев тест-культур, и подавлять их рост [18]. Антимикробную
активность комплексов исследовали при концентрациях 10 и 50 мг/мл, их эффективность оценивали по зоне
задержки роста бактериальных тест-культур (мм). Диаметр зон задержки роста микроорганизмов меньше
10 мм оценивали как отсутствие антибактериальной активности, 10–15 мм – слабая активность, 15–20 мм –
умеренно выраженная активность, свыше 20 мм – выраженная активность. Каждый образец тестировали в
трех параллельных опытах.

Результаты и обсуждение
Для получения комплексов гуанидина с кислотным полисахаридом предварительно нами была полу-

чена натриевая соль диэтерифицированного пектина. Выбор пектата натрия в качестве матрицы для гуани-
диновых молекул можно объяснить следующим: во-первых, комплексообразующие свойства пектиновых
полисахаридов зависят от содержания свободных карбоксильных функциональных групп; во-вторых, с
уменьшением степени этерификации пектина увеличивается величина отрицательного заряда макромоле-
кулы, следовательно, возрастает сила связывания катионных частиц; в-третьих, нейтрализованные -СООNa
группы пектиновых полисахаридов способны легче диссоциировать по сравнению с -СООН группами.

Поскольку пектат натрия содержит в основной макроцепи нейтрализованные ионогенные группы, а в
структуре гуанидина имеются -NH2 группы сильноосновного характера, протонированные минеральной
кислотой, то можно предположить, что комплексообразование между исходными реагентами будет проис-
ходить за счет реакции ионного обмена. Полную схему получения полисахарид гуанидиновых комплексов
можно представить следующим образом:

В целях определения предельного количества гуанидиновых фрагментов, связанных с кислотными
группами полисахаридной матрицы, нами проведена серия экспериментов при различном соотношении низ-
комолекулярного реагента.

Как следует из результатов, представленных в таблице, при увеличении количества гуанидина от 0.5
до 2 моль на моль функциональных групп пектата натрия происходит значительное возрастание степени
замещения и количественного содержания гуанидина в продуктах реакции. При дальнейшем увеличении
молярного количества гуанидина от 2 до 4 моль на моль -СООNa групп показатели состава полученных ком-
плексов изменяются незначительным образом. К полученным данным следует добавить, что с увеличением
содержания гуанидиновых молекул в полисахаридной цепи наблюдается снижение характеристической вяз-
кости полученных комплексов. По нашему мнению, такое явление может быть связано с происходящей ком-
пактизацией макромолекул полисахаридной матрицы после образования комплексов с гуанидином.
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Влияние молярного соотношения гуанидина на его содержание в составе продуктов реакции (20 °C; 5 ч)

№ -СООNa : (H2N)2С=NH×HCl Содержание азота,
%

Степень
замещения, моль%

Содержание гуа-
нидина, % [ƞ], дл/г

1 1 : 0.5 2.8±0.73 13.7±3.4 3.8±1.0 3.10±0.12
2 1 : 1 5.2±0.80 26.4±4.5 6.7±1.15 2.85±0.10
3 1 : 2 7.8±1.06 41.1±3.2 10.3±1.42 2.54±0.09
4 1 : 4 10.2±0.93 53.0±4.4 13.8±1.26 2.48±0.10

Примечание. Содержание свободных карбоксильных функциональных групп в пектате натрия составило 20.6% и ха-
рактеристическая вязкость 3.47±0.10 дл/г.

В ИК-спектрах исследованных образцов с различным содержанием гуанидина по сравнению с исход-
ным полисахаридом наблюдалось смещение полос поглощения, относящихся к валентным колебаниям –
СОО- групп пектата натрия. ИК-спектры полученных комплексов содержали колебание ионизированной
группы -СОО- в области 1630–1642 см-1. Тогда как колебание -СОО- группы в пектате натрия соответство-
вало полосе поглощения при 1623 см-1. Разница в интенсивности полос поглощения являлось косвенным
свидетельством о произошедшим комплексообразовании.

Скорость протекания реакции обмена между пектатом натрия и гуанидин гидрохлоридом в гомоген-
ной среде в зависимости от времени показана на рисунке 1.

Как следует из рисунка 1, формирование комплексов между исходными компонентами определяется
продолжительностью реакции обмена. При этом полученные кривые вне зависимости от концентрации гуа-
нидина в реакционной среде по скорости комлексообразования практически идентичны. Из рисунка 1 сле-
дует, что связывание гуанидиновых фрагментов с полисахаридной матрицей состоит из двух стадий: быст-
рая, характеризующаяся резким возрастанием степени замещения образцов в интервалах времени от 0.25 до
1 ч, и медленная, в период которой содержание гуанидина изменяется незначительно вплоть до завершения
реакции обмена.

Прохождение взаимодействия соли гуанидина с пектатом натрия было также доказано путем кислот-
ного гидролиза образца в кислой среде.

Из рисунка 2 следует, что полученные комплексные соединения не являются стабильными в кислой
среде. С увеличением продолжительности времени гидролиза наблюдается снижение исходной степени за-
мещения образца, что свидетельствует о происходящем расщеплении ионных связей, образовавшихся между
гуанидином и пектиновой макромолекулой. Вследствие этого гуанидиновые фрагменты проходят через мем-
брану в физиологическую среду и их можно детектировать методом УФ-спектроскопии при λмакс=195 нм. Из
рисунка 3 следует, что интенсивность поглощения при λмакс=195 нм коррелирует с продолжительностью вре-
мени гидролиза.

Рис. 1. Зависимость степени замещения образцов
от продолжительности реакции обмена при
молярном соотношении
СООNa : (H2N)2С=NH×HCl = 1 : 1 (1) и 1 : 4 (2)

Рис. 2. Кислотный гидролиз полимерного
комплекса со степенью замещения 53±4.4
при t=20 °C
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Результаты микробиологических испытаний полимерных комплексов с различными характеристи-
ками представлены на рисунках 4 и 5.

Из рисунка 4 следует, что полученные комплексы пектиновых полисахаридов с гуанидином при кон-
центрации 10 мг/мл не обладают или проявляют весьма слабое антимикробное действие в отношении тест-
культур Staphylococcus aureus АТСС 25923 и Escherichia coli NC 101. С увеличением степени замещения
образцов зона задержки роста патогенных микроорганизмов возрастает незначительно. Аналогичные ре-
зультаты получены при увеличении концентрации исследуемых комплексов с 10 до 50 мг/мл (рис. 5).

Рис. 3. УФ-спектры буферного
раствора, содержащего молекулы
гуанидина, отщепившиеся от
макромолекул полисахарида за
счет кислотного гидролиза в
течение 3 (1), 6 (2), 12 (3) и 24 (4) ч

Рис. 4. Антимикробная активность комплексных соединений с различной степенью замещения
в отношении Staphylococcus aureus (а) и Escherichia coli (б) при концентрации 10 мг/мл

Рис. 5. Антимикробная активность комплексных соединений с различной степенью замещения
в отношении Staphylococcus aureus (а) и Escherichia coli (б) при концентрации 50 мг/мл
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Полученные результаты свидетельствуют, что комплексные соединения на основе пектата натрия и
гуанидина проявляют слабую антимикробную активность в отношении тест-культур патогенных бактерий
Staphylococcus aureus АТСС 25923 и Escherichia coli NC 101. Учитывая некоторые литературные сведения о
механизме действия полимерных производных гуанидина [19, 20] и ранее полученные нами данные [12],
отметим, что низкая антимикробная активность изученных комплексов, вероятно, связана со следующими
причинами: во-первых, включение гуанидиновых молекул в полисахаридную цепочку должно придавать
всей макромолекуле положительный заряд для последующего взаимодействия с отрицательной поверхно-
стью микробной клетки; во-вторых, связывание гуанидиновых фрагментов с кислотными группами пекти-
новых макромолекул происходит за счет комплексообразования, в результате чего изменяется распределе-
ние общего заряда в полисахариде или низкомолекулярном соединении.

Выводы

Таким образом, в результате проведенных исследований получены комплексные соединения на ос-
нове пектата натрия и гуанидин гидрохлорида. Установлено, что варьирование молярного соотношения гу-
анидина в отношении единицы элементарного звена пектиновых полисахаридов приводит к получению ком-
плексных соединений, отличающихся степенью замещения, составом и показателями характеристической
вязкости. Образование комплексов доказано методами элементного анализа, ИК-спектроскопии и проведе-
нием гидролиза образца в кислой среде. В условиях in vitro изучены антимикробные свойства полученных
комплексов, содержащих в составе различное количество гуанидина. Показано, что комплексы на основе
пектата натрия с гуанидином проявляют слабое антибактериальное действие в отношении тест-культур
Staphylococcus aureus АТСС 25923 и Escherichia coli NC 101.
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Akhmedov O.R.1*, Shomurotov Sh.A.1, Sidorenko A.V.2, Turaev A.S.1 OBTAINING AND INVESTIGATION OF THE
BIOLOGICAL ACTIVITY OF GUANIDINE COMPLEXES WITH PECTIN POLYSACCHARIDES

1 Institute of Bioorganic Chemistry of the Uzbek Academy of Sciences, M. Ulugbeka st., 83, Tashkent, 100125 (Republic
of Uzbekistan), e-mail: ibchem@uzsci.net
2 Institute of Microbiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Akademika Kuprevich st., 2, Minsk, 220084,
(Republic of Belarus)
Pectin polysaccharides, due to the presence of reactive carboxyl functional groups in the structure, have a high complexing

ability. This expands the scope of their practical application for the development of new biologically active substances. In this
work, we propose the preparation of complex compounds based on sodium pectate and guanidine hydrochloride. By varying the
molar amount of guanidine in relation to the acid groups of the polysaccharide matrix, samples were obtained that differ in the
degree of substitution, the content of the amino derivative of the compound, and the inherent viscosity. The optimal ratio of the
starting compounds was determined, at which the limiting amount of guanidine is bound to -COO- groups of pectin macromole-
cules. The structure of the resulting complexes was studied by FTIR spectroscopy. It has been established that the interaction of
guanidine with polysaccharide carboxyls is accompanied by a change in the intensity of the absorption bands corresponding to
the ionized acid group. Also, the binding of guanidine to the polysaccharide matrix through ionic bonds has been proven by
carrying out the hydrolytic cleavage of the complex compound in an acidic medium. It is shown that with an increase in the
hydrolysis time from 3 to 24 h, a gradual decrease in the initial degree of substitution of the complex compound is observed. The
antimicrobial properties of polymer complexes with different characteristics against Staphylococcus aureus and Escherichia coli
were studied.

Keywords: polysaccharide, guanidine, sodium pectate, complex, ionic bond, hydrolysis, antimicrobial activity.
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