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Исследованы закономерности реакции этерификации декстрана и крахмала в 
системах ортофосфорная кислота — оксид фосфора(У) — трибутилфосфат — хло
роформ и ортофосфорная кислота — расплав мочевины и выявлены основные 
факторы, влияющие на эффективность гелеобразования фосфорилированных 
полисахаридов. Определены функциональный состав, размеры частиц микроге
лей, параметры полимерной сетки, показатели кажущихся констант ионизации. 
В опытах in vitro и in vivo на моделях саркомы M -1, Йенсена и гепатомы Зайдела 
проведена оценка противоопухолевой активности микрогелей. Сочетание физи
ко-химических свойств и собственной противоопухолевой активности фосфори
лированных полисахаридов определяет перспективность использования их для 
создания пролонгированных форм цитостатиков.

The regularities of the esterification reaction of dextran and starch in the systems of phos
phoric acid — tributyl phosphate — phosphorus Oxide(V) and phosphoric acid — urea melt 
were studied and the main factors influencing the gel fraction yield were revealed. The 
functional composition, the particles size, parameters of the network structure, indices of 
ionization constants of the microgels were determined. The antitumor activity of microgels 
in vitro and in vivo on models of sarcoma M -1, Jensen and Zaidel hepatoma was evaluated. 
The combination of physicochemical properties and the antitumor activity of polysaccha
ride phosphates suggests prospects of using them to create prolonged forms of cytostatics.
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Возрастаю щ ий интерес к  химии и  ф изикохимии гидрогелей обусловлен 
непрерывны м расш ирением  области их практического прим енения в каче
стве имплантантов, носителей биологически активных веществ (БАВ), систем,
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используемых для клеточной, тканевой и генной инженерии, материалов для 
сорбционны х и  мембранных разделительных устройств, биоаналитических 
систем и  др.

Среди разнообразны х областей прим енения гидрогелей особое вним а
ние исследователей привлекает направление, связанное с разработкой с и 
стем адресной доставки БАВ. Актуальность создания таких систем заклю ча
ется в способности доставлять активные молекулы непосредственно в очаг 
патологического процесса и  в пролонгированном выделении БАВ, что при 
водит к  понижению  кратности введения лекарства, уменьшению его токсиче
ского воздействия, увеличению терапевтической активности и  т. д. Создание 
систем адресной доставки особенно востребованно в случае противоопухоле
вых препаратов, токсические проявления которых в ряде случаев не позволя
ют достигнуть статистически значимого улучшения лечения больных за счет 
проявления серьезных нежелательных реакций вплоть до летальных исходов.

В настоящ ее время достигнуты успехи в области создания гидрогелей на 
основе синтетических и  природных полимеров, изучения их функционирова
ния в контакте с биологическими средами [1]. Тем не менее к  основным недо
статкам синтетических полимеров следует отнести пониженную сорбционную 
емкость по отношению к  гидрофильным низко- и  высокомолекулярным БАВ, 
а также некоторые осложнения, связанные с развитием хронической воспа
лительной тканевой реакции в ответ на имплантацию  [2].

П риродные высокомолекулярные гидрогелевые носители БАВ по проис
хождению подразделяются на белковые, полисахаридные и  липидные. Н едо
статки липосом  — их неустойчивость в водных системах, способность агре
гировать и  распадаться в присутствии веществ основного характера, высокая 
стоимость и  нестойкость при хранении [3]. Для гидрогелей на основе белков 
сущ ественной проблемой является наличие иммуногенности [2]. Гидрогели 
на основе модифицированны х полисахаридов, например декстрана, крахма
ла, целлюлозы и  других, имею т ряд преимуществ, к  которым можно отнести 
высокую сорбционную емкость, стабильность нативной структуры белков в 
процессах сорбции и  десорбции, а также низкую  токсичность, биосовмести
мость, способность рассасываться в тканях организма без воспалительной ре
акции, стабильность при хранении [4].

Среди многочисленных гидрогелей на основе модифицированных полиса
харидов особое место занимают фосфаты, которые наряду с перечисленными 
свойствами проявляют способность к  комплексообразованию, высокую селек
тивность по отношению к  низко- и высокомолекулярным БАВ, обладают имму
ностимулирующей и  противоопухолевой активностью [5—7]. Гидрогели фосфа
тов целлюлозы, крахмала и  декстрана получены в различных этерифицирующих 
системах: ортофосфорная кислота — мочевина [8], хлорокись фосфора — пири
дин [9], ортофосфорная кислота — оксид фосфора(У) — триэтилфосфат — хло
роф орм [10], хлорокись ф осф ора в водной щ елочной среде, триметафосфат
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натрия [11; 13]. П ри этом публикации посвящ ены в основном исследованию 
свойств гидрогелей низкозамещенных фосфатов крахмала [11—13], что обуслов
лено практическим применением их в пищ евой промышленности.

Н астоящ ее исследование относится к  достаточно новому направлению , 
связанному с определением возможности использования гидрогелей вы со- 
козамещ енных фосфатов полисахаридов в качестве систем адресной достав
ки  некоторых противоопухолевых веществ.

В данной работе приводится обзор результатов исследований, проведен
ных в Н И И  Ф ХП БГУ в лаборатории структурно-химической м одификации 
полисахаридов и  лекарственных средств на их основе, посвящ енных получе
нию  микрогелей фосфатов крахмала и  декстрана в системах ортофосфорная 
кислота — оксид фосфора(У) — трибутилфосфат и  ортофосфорная кислота — 
расплав мочевины и  изучению их свойств.

ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА 
МИКРОГЕЛЕЙ ФОСФАТОВ ПОЛИСАХАРИДОВ

Используемые фосфорилирующие смеси многокомпонентны, в них проте
кают разнообразные процессы, что существенно затрудняет выявление основ
ного компонента, определяющего состав и  свойства продукта этерификации. 
Общ ей характерной особенностью  реакций этериф икации полисахаридов в 
системах ортоф осф орная кислота — оксид фосфора(У ) — трибутилф осфат 
(смесь №  1) и  ортоф осфорная кислота — расплав мочевины (смесь №  2) я в 
ляется образование полиф осф орны х кислот в соответствии с уравнением  
реакции

п H 3PO4 =  Н и+2Рй0 3й+1 +  (п -  I) H 2O. (1)
П ри приготовлении этериф ицирую щ ей смеси №  1 необходимо учиты 

вать взаимодействие оксида фосфора(У) с водой, содержащейся в ортофос- 
ф орной  кислоте (С =  85,4 %), и  соответствующее изм енение состава ф ос- 
форилирую щ ей смеси по сравнению  с исходными количествами реагентов. 
Кроме того, согласно [14; 15] при смеш ении триалкилф осф атов с оксидом 
фосфора(У) образуются первичные или вторичные эфиры: R O -P (O )(O H )2, 
(RO)2P (O )-O -P (O )(O R )2, которые также могут рассматриваться в качестве 
потенциальных фосфорилирую щ их агентов.

Н ами было установлено, что ф осфорилирование полисахаридов смесями 
(BuO)3PO и  P2O5 практически не происходит, т. е. наличие ортоф осфорной 
кислоты в системе является обязательным для протекания реакции этериф и
кации, а предположительно образующиеся эф иры  при взаимодействии три
алкилфосфатов и оксида фосфора(У) не являю тся этерифицирую щ ими аген
тами для полисахаридов.

И зучение методом Я М Р 31Р -спектроскопии  ф осф орилирую щ их смесей 
ортофосфорная кислота — оксид фосфора(У) — трибутилфосфат показало [16],
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что основной компонент в них — пирофосфат-ионы, а также присутствует не
больш ое количество м оноф осф ат-ионов. Х имические сдвиги, характерные 
для полифосфатов со степенью полимеризации больше 2 (—15 м. д. и  ниже), 
в Я М Р31Р-спектрах фосфорилирующ их смесей №  1 отсутствуют.

В отличие от процесса фосф орилирования полисахаридов смесями №  1, 
осуществляемого при температуре < 40 °С [17], реакцию этерификации смеся
ми ортофосфорной кислоты и  мочевины проводят в температурном интервале 
110—130 °С [18], при пониж енном  давлении (4—40 кП а), что, в свою очередь, 
может влиять на образование поликислот. В Я М Р 31Р-спектре смеси орто
ф осф орной кислоты и  мочевины, предварительно выдерж анной при 125 °С, 
сигналы атомов ф осфора проявляю тся в виде четырех групп: синглеты 8 при 
8 =  3,2 м. д. и  8 =  — 6,1 м. д. и  мультиплеты 8 при  8 =  — (5,0—5,4) м. д. и 
8 =  — (20,1—22,9) м. д. [17], т. е. в состав этерифицирую щ ей смеси входят не 
только анионы пиро- и  трифосфатов, но и  соли более высококонденсирован- 
ных полифосфорных кислот (например, тетрафосфорной кислоты).

Н аличие в составе этериф ицирую щ их смесей поликислот или их солей 
способствует получению ф осфатов полисахаридов в виде смеси м оно-, д и 
эфиров, дифосфатов и  трифосфатов [19]:

О о  о о  о о
Il Il Il Il Il Il
P - O H
I

R - O - P - O - P - O H 01CL1-I01Рч-I01о4 - P - O H
I

о н о н  о н о н  о н о н
I II III

о  о о
Il Il Il01Р4 - P - O - P - O - R R - O - P - O - R ,

I

о н  о н ОН
IV V (2)

где R  — полисахаридный остаток.
Структуры IV и  V обусловливают сш ивку макромолекул полисахарида, об

разование пространственной сетки и  способность к  гелеобразованию.
Влияние условий реакции этерификации полисахаридов в системе ортофос- 

форная кислота — мочевина на содержание фосфора и выход гель-фракции. В за
висимости от условий процесса этериф икации полисахаридов смесями ор 
тоф осф орной кислоты  и  мочевины могут быть получены водорастворимые 
и  гелеобразующ ие, а такж е малонабухаю щ ие твердые продукты, имею щ ие 
различны й состав и  свойства. О сновными факторами, определяю щ ими воз
можность получения гелеобразующих фосфатов полисахаридов при исполь
зовании данных смесей для этериф икации являю тся мольные соотнош ения 
компонентов, температура и  время проведения процесса, а также структура 
исходного полисахарида.
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Таблица 1
Выход гель-фракции и состав смешанных эфиров декстрана (ФКД) 

и крахмала (ФКК) в зависимости от содержания ортофосфорной кислоты 
в составе этерифицирующей смеси (T=  125 °С, t = 4,0 ч, P  = 4—40 кПа)

№
п/п

Полисаха
рид

Молярное 
соотношение 
ГП З: H3PO4 : 

(N H 2)2CO

Выход гель- 
фракции, % Cp % Cn, % СЗр C3N

Степень
набухания,

г/г

1

Декстран

1 : 0 , 3 : 4 0 4, 0 1,9 0 ,25 0 ,25 в/р
2 1 : 0 , 4 : 4 68 ,3 5 ,2 1,8 0 ,33 0 ,26 201 ,0

3 1 : 0 ,5  : 4 7 8 ,4 6 ,2 1,9 0 ,4 2 0 ,28 122,0

4 1 : 0 ,6  : 4 90,1 7 ,7 1,9 0 ,5 4 0 ,30 80 ,0

5 1 : 0 , 8 : 4 94,1 8 ,7 2 ,0 0 ,63 0 ,32 62 ,0

6 1 : 1 , 0 : 4 93 ,6 9 ,9 2 ,0 0 ,76 0 ,3 4 37 ,0

7 1 : 1 , 2 : 4 83 ,7 10,8 3,3 0 ,91 0 ,62 4 8 ,0

8 1 : 1 , 5 : 4 61 ,4 11,4 3 ,7 1,01 0 ,71 63 ,0

9 1 : 2 , 0 : 4 0 12,2 4 ,8 1,18 1,02 в/р
10

Крахмал

1 : 0 , 3 : 4 83 ,2 5 ,3 2 ,0 0 ,3 4 0 ,29 67 ,0

11 1 : 0 , 4 : 4 95 ,8 5 ,9 1,9 0 ,39 0 ,28 4 6 ,0

12 1 : 0 ,6  : 4 97 ,9 8 ,2 1,9 0 ,57 0 ,30 2 6 ,0

13 1 : 0 , 8 : 4 96 ,6 10,2 2 ,0 0 ,79 0 ,3 4 2 4 ,0

14 1 : 1 , 0 : 4 98 ,5 11,8 2 ,9 1 ,02 0 ,56 15,0

П р и м е ч а н и е .  ГПЗ — глюкопиранозное звено полисахарида; Cp Cn — содержа
ние фосфора и азота в составе продуктов реакции; СЗР C3N — степень замещения по 
фосфатным и карбаматным группам; в/р — водорастворимые продукты. Выход про
дукта реакции этерификации от теоретически возможного составляет 98,7—99,4 %.

П ри этом равновесие реакции образования полифосфорных кислот в сме
си ортофосфорной кислоты и мочевины, определяющее эффективность геле- 
образования полисахаридов, можно сместить в ту или иную сторону, изменяя 
в составе этерифицирую щ ей смеси содержание воды, которое регулируется 
условиями реакции (давление, температура, продолжительность, влажность 
исходного полисахарида).

П ри  ф иксированны х условиях синтеза (температура 125 °С, давление 
4—40 кП а, время реакции 4 ч) содержание фосфора в модифицированных п о 
лисахаридах возрастает с ростом содержания ортофосфорной кислоты в эте
риф ицирую щ ей смеси (табл. 1).

Н аличие в И К -спектрах продуктов реакции полосы поглощ ения вблизи 
1050 см-1 (валентные колебания связей С —О—Р), плеча с максимумом вбли
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зи  1240 см-1 (полоса поглощ ения группы P=O ) непосредственно указывают 
н а  присутствие в образцах м одиф ицированны х полисахаридов ф осф атны х 
групп [8; 20].

Получаемые продукты характеризуются достаточно высоким содержанием 
связанного азота, а в И К-спекграх фосфорилированных образцов в отличие от 
И К -спектров исходных полисахаридов появляется полоса поглощ ения в об
ласти 1710 см-1, относящ аяся к  валентным колебаниям карбонильной груп
пы  (C=O ). Согласно литературным данным этот факт обусловлен тем, что при 
температуре термообработки, превыш аю щ ей температуру плавления мочеви
ны, образуется циановая кислота, которая взаимодействует с гидроксильны
ми группами полисахарида с образованием карбаматных групп [20]. П о сути, 
при этериф икации полисахаридов смесями ортофосфорной кислоты и  моче
вины  продуктами реакции являю тся смеш анные эф иры  декстрана (Ф КД) и 
крахмала (Ф К К ), содержащие два типа функциональных групп: фосфатные 
и  карбаматные.

Зависимость выхода гель-фракции фосфатов полисахаридов от содержания 
ортофосфорной кислоты в системе ортофосфорная кислота — мочевина имеет 
экстремальный характер с максимумом 68,3—98,5 % в интервале мольных со
отнош ений ГП З : H 3PO 4 =  1 : (0,4—1,0). Сниж ение выхода гель-ф ракции при 
более низкой  концентрации ортоф осфорной кислоты связано с невы соким 
содержанием в образцах фосфорсодержащ их групп, недостаточным для об
разования трехмерной сш итой сетки гидрогелей. Н апротив, рост количества 
ортофосфорной кислоты в этерифицирую щ ей смеси приводит к  деструкции 
макромолекул полисахаридов, т. е. выход гель-фракции в данном случае опре
деляется динамическим равновесием между процессами сш ивки и  деструкции.

В свою очередь, рост содержания мочевины при фиксированной концен
трации ортофосфорной кислоты в фосфорилирую щ ей смеси не вызывает су
щественного изменения функционального состава продуктов реакции, одна
ко достаточно сильно влияет на выход гель-ф ракции (табл. 2).

Таблица 2
Выход гель-фракции и свойства смешанных эфиров декстрана (ФКД) 

в зависимости от содержания мочевины (T=  125 0C, t  =  4,0 ч, P  = 4—40 кПа)

№
п /п

Молярное соотно
ш ение Г П З : H 3PO4 : 

(N H 2)2CO

Выход гель- 
фракции, % с ъ  % Cn , % СЗР C 3N

Степень
набухания,

г/г

1 1 : 0 ,6  : 2 69 ,2 8 ,3 1,8 0 ,59 0 ,29 51 ,0

2 1 : 0 ,6  : 3 88 ,7 7 ,6 1,9 0 ,53 0 ,29 63 ,0

3 1 : 0 ,6  : 4 90,1 7 ,7 1,9 0 ,5 4 0 ,30 80 ,0

4 1 : 0 , 6 : 5 90 ,5 7 ,6 2 ,0 0 ,5 4 0 ,3 2 85 ,0

5 1 : 0 ,6  : 6 84 ,6 8,1 2,1 0 ,58 0 ,33 96 ,0

6 1 : 0 ,6  : 8 75 ,8 8 ,2 2,1 0 ,59 0 ,3 4 108,0
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Согласно [14] разложение мочевины на стадии термообработки при синте
зе фосфатов полисахаридов приводит к  накоплению  в объеме полимера аммо
ниевых солей полифосфорных кислот, т. е. мочевина является катализатором 
процесса фосф орилирования полисахаридов. Следует отметить, что мольное 
соотношение H 3PO4 : (N H 2)2CO, при котором гелеобразование протекает наи
более эфф ективно, находится в интервале от 1 : 5 до 1 : 8.

Эффективность гелеобразования, а также свойства гидрогелей фосфатов 
полисахаридов зависят и  от структурных особенностей их макромолекул, в 
частности от типа гликозидных связей, наличия боковых ветвлений, степени 
полимеризации и  т. д. Так, в условиях реакции этериф икации, приводящ их 
к  формированию  трехмерных структур Ф И С , образования гидрогелей Ф КД 
не происходит. Для получения гидрогелей Ф К Д  содержание воды в нативном 
декстране не должно превышать 4—5 %. По-видимому, такое ограничение об
условлено тем, что в случае водорастворимого декстрана процесс кислотно
го гидролиза в присутствии большого количества воды может превалировать 
над процессом образования пространственной сетки за счет структур IV и  Y. 
Среднемассовая молекулярная масса (M w) полисахаридов крахмала (амилоза 
и  амилопектин) может достигать нескольких миллионов Да, из-за  этого п ро
цессы гидролиза не имеют столь критического влияния на ф ормирование ге
леобразующих продуктов.

И з табл. 1 видно, что при  ф иксированны х условиях ф осф орилирова
ни я  полисахаридов смесями ортоф осф орной кислоты  и  м очевины  реакци
он н ая  способность декстрана ниж е по сравнению  с крахмалом. Крахмал 
представляет собой смесь двух полисахаридов: амилозы  и  ам илопектина, 
содержание которых зависит от источника сырья для получения крахмала. 
Содержание амилозы и  амилопектина в картоф ельном крахмале составля
ет 20—25 и  75—80 % соответственно. Амилоза — линейны й полимер, состоя
щ ий из 200—1000 звеньев D-глюкозы, соединенных между собой аксиальными 
а (1 —4)-гликозидны м и связями. П олим ерная цепь амилопектина также об
разована а (  1 —>4)-гликозидны ми связями со степенью полимеризации от 6 до 
40 тысяч, а разветвление цепи происходит за счет а (1 —>6)-гликозидных свя
зей и  наблюдается через 20—25 остатков D-глюкозы. В отличие от полисаха
ридов крахмала макромолекулы декстрана построены из остатков D -глюкозы, 
соединенных между собой а (1 —>6)-гликозидными связями, a боковые ветви 
присоединены преимущественно а (1 —>3)-связями и  состоят из одного — двух 
остатков глюкозы, т. е. в макромолекулах декстрана практически отсутствуют 
первичные гидроксильные группы у C6 ГП З, реакционная способность кото
рых в реакции этериф икации выш е по сравнению со вторичными гидрокси
лами у C2 и  C3.

Данные по влиянию продолжительности реакции этерификации декстрана 
ортофосфорной кислотой в расплаве мочевины на образование трехмерной 
структуры гидрогелей при температуре 125 °С, давлении 4—40 кП а и  мольном 
соотнош ении ГП З : H 3PO4 : (N H 2)2CO =  1,0 : 0,6 : 4,0 представлены в табл. 3.
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Т аблиц а 3

Зависимость выхода гель-фракции и физико-химических свойств микрогелей 
на основе смешанных эфиров декстрина (ФКД) от продолжительности синтеза

№
п /п t , 4

Выход гель- 
фракции, % Cf , % Cn , % СЗр C3N

Степень 
набухания, г/г

1 2 ,8 0 6 ,9 1,7 0 ,4 7 0 ,26 в /р

2 3 ,0 17,9 7,1 1,7 0 ,4 9 0 ,26 196,0

3 3 ,2 70 ,3 7 ,4 1,8 0,51 0 ,28 152,0

4 3,5 7 8 ,4 7 ,6 1,8 0 ,53 0 ,28 111,0

5 3,8 86,1 7 ,7 1,9 0 ,5 4 0 ,29 96 ,0

6 4 ,0 90,1 7 ,7 1,9 0 ,5 4 0 ,30 80 ,0

7 4 ,5 93 ,5 7 ,8 1,9 0 ,55 0 ,29 62 ,0

8 5 ,0 95 ,9 7 ,9 1,9 0 ,5 6 0 ,29 4 3 ,0

9 6 ,0 96 ,7 8 ,2 1,9 0 ,5 9 0 ,30 38 ,0

10 8 ,0 91 ,2 8 ,0 2 ,3 0 ,58 0 ,37 2 0 ,0

Видно, что рост продолжительности реакции в интервале от 2,8 до 8,0 ч 
мало влияет на химический состав полученных продуктов, но в значитель
ной степени повыш ает эффективность гелеобразования. Изучение динамики 
процесса сш ивки свидетельствует о том, что она состоит из двух стадий — бы 
строго роста выхода гель-ф ракции до значения 78,4 % в узком интервале и з
м енения времени и  медленного увеличения до максимальной от теоретиче
ски возможной величины (97 ± 2 % ) .  П ри этом степень набухания фосфатов 
полисахаридов монотонно уменьшается, что является косвенным доказатель
ством образования дополнительного количества поперечных связей между м а
кромолекулами.

Температурный режим формирования гидрогелей фосфатов полисахари
дов в диапазоне 115—140 0C также оказывает существенное влияние на эф ф ек
тивность гелеобразования (табл. 4).

Т аблиц а 4

Зависимость выхода гель-фракции и свойств микрогелей ФКД 
от температуры процесса этерификации (ГПЗ: H3PO4: (NH2)2CO = 1,0:0,6: 4,0; 

время реакции 4 ч; давление 4—40 кПа)

№
п /п Г, °С Выход гель- 

фракции, % Cf , % Cn , % СЗр £Г
О

U Степень 
набухания, г/г

1 110 0 5,5 2,1 0 ,36 0 ,2 4 в /р

2 115 П ,4 6 ,4 1,6 0 ,4 2 0 ,23 222 ,0

3 120 50 ,6 7 ,6 1,7 0 ,5 2 0 ,25 187,0
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Окончание табл. 4
№

п /п Т ,°  C Выход гель- 
фракции, % Cp % Cn , % СЗР C3N Степень 

набухания, г/г

4 125 90,1 7 ,7 1,9 0 ,54 0 ,30 80 ,0

5 130 95 ,9 7 ,4 2,1 0 ,52 0 ,33 4 5 ,0

6 135 96 ,7 7 ,4 2 ,2 0 ,53 0 ,35 22 ,0

7 140 94 ,9 7 ,4 2 ,4 0 ,53 0 ,38 10,0

Выход гель-фракции более 90 % наблюдается в случае проведения процес
са этерификации при температуре выше 125 0C. Этот факт обусловлен тем, что 
при повыш ении температуры реакции равновесие (1) сдвигается в сторону об
разования полифосфорных кислот, присутствие которых в реакционной сме
си способствует росту содержания в составе фосфата полисахарида диэфиров.

Таким образом, в результате исследования закономерностей процесса фос
ф орилирования в системе H 3PO4 — (N H 2)2CO определены оптимальные усло
вия получения микрогелей на основе смеш анных эфиров крахмала и  декстра- 
на, содержащих фосфатные (С ЗР 0,33—1,01) и  карбаматные (C3N 0,23—0,71) 
группы с высоким выходом гель-ф ракции (до 96,7 %). П ри ф иксированном 
составе степень набухания гидрогелей можно варьировать путем увеличения 
содержания мочевины в составе реакционной смеси, продолжительности ре
акции и  температуры обработки.

Влияние условий реакции этерификации декстрана в системе ортофосфор- 
ная кислота — оксид фосфора(У) — трибутилфосфат на содержание фосфора и 
выход гель-фракции. В отличие от смеси ортофосфорной кислоты  и  мочеви
ны  при этериф икации полисахаридов в системах ортофосфорная кислота — 
оксид фосфора(У) — трибутилфосфат происходит образование только ф ос
форсодержащих групп, количество которых может зависеть от концентрации 
каждого из компонентов смеси. К ак  видно из результатов, представленных в 
табл. 5, с повыш ением концентрации ортофосфорной кислоты в смеси до со
отнош ения ГП З : H 3PO 4 =  1 : 17,1 (№  1—5) при ф иксированных количествах 
Bu3PO4 и  P2O5 происходит рост содержания фосфора до 12,5 % (СЗР =  0,96) 
и  выхода гель-ф ракции ф осфата декстрана (ФД) до 82,5 %. Соверш енно ана
логично влияет на данные показатели образующегося ФД рост концентрации 
трибутилфосфата в смеси (№  8—10) при фиксированных содержаниях H 3PO4 
и  P2O5. Увеличение концентрации оксида фосфора(У) в смеси в исследован
ном диапазоне почти не влияет на содержание фосфора и  выход гель-фракции 
ФД (№  5, И , 12).

Обращ ает вним ание сниж ение выхода гель-ф ракции Ф Д и  содержания 
в ней ф осф ора при увеличении мольного соотнош ения ГП З : H 3PO 4 >17 ,1  
(№  5—7). Это может быть обусловлено повы ш ением  содерж ания в системе 
воды, вносимой с 85 % ортофосфорной кислотой. Оксид фосфора(У) в данных
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системах выполняет роль агента, связывающего воду, вносимую в систему с 
кислотой и  образующуюся в результате реакции этерификации. П ри повыш е
нии  концентрации H 3PO4 оставшегося количества P2O5 может быть недоста
точно для эффективного отвода воды из зоны реагирования, что создает усло
вия для протекания процесса гидролиза макромолекул полисахарида. Кроме 
того, частичное растворение сравнительно низкомолекулярного декстрана в 
этериф ицирую щ ей смеси и  больш ая гом огенизация реакционной  системы 
приводят к  неизбеж ным потерям высокозамещ енного тонкодисперсного об
разца ФД на стадии его выделения.

Таблица 5
Влияние соотношения компонентов в смеси ортофосфорная 
кислота -  оксид фосфора(У) — трибутилфосфат на свойства 

и выход гель-фракции продуктов реакции (Ф Д)

№
п/п

Мольное соотношение 
ГПЗ: Bu3PO4: H3PO4: 

P2O5
Cp % СЗР

M w, кДа 
(золь- 

фракции)

Выход гель- 
фракции, %

Выход 
продукта от 
теор. возм., 

%
1 1 : 4 ,4 : 0 ,0 : 9,9 0,5 0,03 - 0 88,6
2 1 : 4 ,4 : 10,2 : 9,9 4,3 0,26 59,7 0 84,3
3 1 : 4 ,4 : 13,6 : 9,9 6,2 0,39 53,7 15,8 82,3
5 1:4,4 :17,1:9,9 12,5 0,96 53,4 82,5 85,6
6 1 : 4 ,4 : 19,6: 9,9 9,9 0,70 38,8 76,3 60,2
7 1:4,4 :22,1:9,9 9,6 0,67 21,7 75,3 15,5
8 1:5,0 :17,1:9,9 11,1 0,82 65,5 82,5 88,3
9 1:3,0 :17,1:9,9 8,2 0,55 57,9 65,8 75,6
10 1:1,7 :17,1:9,9 6,8 0,43 37,9 21,1 72,6
И 1:4,4:17,1:12,9 10,9 0,80 — 80,0 90,3
12 1 : 4,4:17 ,1 : 11,5 10,7 0,78 - 81,2 91,0

П р и м е ч а н и е .  Жидкостной модуль трихлорметан : полисахарид составляет 
5,0 см3/г; температура реакции 30 °С; время 48 ч; Mw — среднемассовая молекулярная 
масса макромолекул модифицированного декстрана.

О тмеченное увеличение выхода гель-ф ракции и  содерж ания ф осф ора в 
гелеобразующих ФД с ростом количества трибутилфосфата в этерифицирую 
щ ей смеси может быть обусловлено следующими причинами. Bu3PO 4 в дан
ных системах выполняет роль разбавителя ортофосфорной кислоты, умень
ш ая ее гидролизующее действие на макромолекулы полисахаридов. Н ельзя 
исключить и  активирующее действие трибутилфосфата, который, благодаря 
наличию  объемных бутильных радикалов, может улучшать условия проник
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новения этерифицирующ его агента внутрь зерна декстрана. Вероятно, даль
нейш ий рост концентрации разбавителя приведет к  уменьшению степени эте
риф икации полисахарида, однако такие условия в работе не были достигнуты.

Таблица 6
Зависимость выхода гель-фракции и свойств ФД от продолжительности реакции 

фосфорилирования при температуре 40 °С

Время 
реакции, ч СЗР C p, %

Степень 
набухания, г/г

M w, кДа (золь- 
фракции)

Выход гель- 
фракции, %

3 0 ,26 4 ,3 - 94,1 0

6 0 ,36 6 ,2 - 107,2 3 ,2

12 0 ,48 7 ,4 - 107,1 14,3

18 0 ,76 10,5 48 ,3 81 ,5 66 ,9

24 0 ,85 11,5 40 ,7 79 ,8 75 ,7

50 1,05 13,5 2 1 ,0 57,1 91 ,5

В табл. 6 и  на рис. 1 представлены результаты изучения влияния темпера
туры и  времени реагирования на содержание фосфора, выход гель-фракции и 
некоторые физико-химические свойства получаемых продуктов. Видно, что 
увеличение времени реагирования при прочих равных условиях приводит к  
росту содержания ф осф ора и  эф ф ективности гелеобразования, однако при 
этом уменьш ается степень набухания в воде, что равнозначно уменьшению

Рис. 1. Кинетические 
кривые процесса 
этерификации 
декстрана 
фосфорилирующей 
смесью с мольным 
соотношением 
ГПЗ I(Bu)3PO4 IH 3PO4 : 
P2O5 =  1,0 :4 ,4 :1 7 ,1 :  
9,9 при температуре:
1 -  25 °С; 2 - 30 °С;
3 - 40 °С; 4 — 50 0C
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водопоглощ ающ ей способности. То есть длительное воздействие ф осф ори- 
лирующ ей смеси способствует накоплению  вторичных фосфорсодержащ их 
групп, обуславливающих сш ивку полимерны х цепей. А налогично на свой
ства образцов ФД влияет увеличение температуры фосфорилирующей смеси, 
однако проведение процесса этерификации даже при 50 °С нецелесообразно, 
так как  получаемые продукты имеют достаточно интенсивную окраску, сви
детельствующую о протекании деструктивных процессов.

Таким образом, в результате исследования законом ерностей процесса 
фосфорилирования в системе Bu3PO4 : H 3PO4 : P2O5 разработан метод синтеза 
микрогелей фосфатов декстрана со степенью замещения в интервале 0,75—1,05 
с выходом гель-ф ракции (82 ,5-91 ,5  %).

О ценка размеров частиц ф осф атов полисахаридов. Получаемые в указанных 
системах смеш анные эфиры  Ф К К  и  Ф КД, содержащие фосфатные и карба
матные группы, а также ФД представляют собой рентгеноаморфные порош 
кообразные вещества, быстро набухающие в воде.

Для вы явления морфологии и размеров частиц фосфатов полисахаридов 
использовали методы электронной и оптической м икроскопии, лазерной 
дифракции.

Н а рис. 2 представлены электронные микрофотографии фосфатов поли
сахаридов, которые демонстрируют форму и размер частиц. Видно, что в ре
зультате обработки крахмала и декстрана гранулы полисахарида разрушают
ся на  неоднородные осколки.

Рис. 2. Электронные микрофотографии исходных декстрана (Ifl), крахмала (2а) 
и продуктов их этерификации в смеси ортофосфорная кислота -  мочевина: 

16 -  ФКД (Cp = 7,7 %); 26 -  ФКК (СР =  8,2 %)
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И з рис. 3 следует, что после набухания в воде образцы Ф К К  и Ф К Д  пред
ставляют собой прозрачные, не имеющие видимых уплотнений и  пустот м но
гогранники неправильной формы и  различных размеров.

а б

Рис. 3. Оптические микрофотографии микрочастиц после набухания в воде: 
а -  ФКК (Cp = 8,2 %); б -  ФКД (СР = 7,7 %)

Это позволяет предположить, что молекулы воды достаточно равномерно 
распределены по всему объему частиц.

Н а рис. 4 на примере суспензии ф осфата крахмала представлено типич
ное распределение объемного содержания дисперсной ф азы  по размерам ча
стиц (эквивалентно массовому распределению). Видно, что все образцы, н е
зависимо от условий ф осф орилирования, характеризуются асимметричным 
распределением частиц, при этом объемное содержание микрогелей с разме
рами > 300 мкм  постепенно растет при переходе от Ф К К  с низкой степенью 
набухания к  гидрогелям с более вы сокой степенью набухания. Д ля разруше-

а б

Рис. 4. Профиль распределения микрогелей фосфатов крахмала по размерам частиц: 
а — микрогели ФКК после синтеза; б — микрогели ФКК после 

УЗ-обработки (мощность 1 Вт/см2). Концентрация фосфорсодержащих групп 
в продуктах этерификации крахмала ортофосфорной кислотой в присутствии 

мочевины: I - C v = 7,4 %; 2 — Cp = 10,5 %; 3 — Cp = 11,8 %.
На оси абсцисс указаны верхние границы размеров частиц в каждом классе
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ния агрегатов нами была использована УЗ-обработка 0,1 % суспензий м икро
гелей Ф К К  при двух режимах мощ ности ультразвука: 1 и  30 Вт/см2. Как пока
зали результаты исследования, средний размер частиц образцов Ф К К  после 
У З-воздействия значительно уменьшается и  составляет для первого режима 
50,4—60,1 м км  (рис. 4, б); второго 7,8—13,5 мкм.

Аналогичное распределение содержания дисперсной фазы по размерам ча
стиц получено для образцов Ф КД  и ФД, отличающихся по составу и  степени 
сш ивки полимерной сетки. Н айдено, что размеры частиц отмытых от реак
ционной смеси микрогелей находятся в пределах от 0,05 до 1050 мкм, а м ак
симальное объемное содержание (25—60 %) приходится на долю частиц в и н 
тервале 150—450 мкм.

О ценка параметров структуры  сетки микрогелей ф осф атов полисахаридов.
М икрогели представляют собой трехмерную пространственную сетку, обра
зованную из поперечно-сш итых макромолекул (рис. 5).

Рис. 5. Схема полимерной сетки микрогелей:
— средний диаметр пор гидрогелей; Mc — средняя молекулярная 

масса отрезков макромолекул между узлами сетки

Определение параметров полимерной сетки гидрогелей Ф КД  и  Ф К К  про
ведено на основании данных о равновесном набухании их в буферном раство
ре (ионная сила 0,4), т. е. в условиях, для которых характерно полное исчезно
вение полиэлектролитных эфф ектов (рис. 6).

Рис. 6. Зависимость 
равновесной степени 
набухания ФКД 
(1,3) и ФКК (2, 4) 
от значений pH вводе 
(1,2) и фосфатном 
буферном растворе 
(3, 4). Содержание 
фосфатных групп 10,5 %
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Д ля расчета параметров структуры было использовано уравнение П еппа- 
са — М еррилла [21]:

1 _  2 _  (V /  K1) [ ln (l -  v 2 j ) + v 2s + Xi (v2,s )2 ]  

м с м п V 2 s  [ ( V 2ji / V 2 r )1/3 -0 ,5(v2s / v 2 r) ]  ’

где M n — среднечисловая молекулярная масса водорастворимого (несшитого) 
полимера; v — удельный объем полимера; V1 — мольный объем растворителя; 
V 2 s — объемная доля равновесно набухшего гидрогеля; X 1 — параметр взаим о
действия полимер — растворитель, который для системы декстран — вода ра
вен 0, 473 [22]; v 2 r — объемная доля гидрогеля в релаксационном состоянии 
(перед достижением состояния равновесного набухания). Для гидрогелей, син
тезированных в безводной среде, v 2 r =  1 [22].

Величина V2 s определяется из соотнош ения

V 2,s =
1 + Amp2 (4)

Pi
где р2 и  P1 — плотность ненабухшего полимера и  растворителя соответственно; 
Am — масса поглощ енного растворителя на единицу массы полимера.

Размер пор может быть вычислен для гидрогелей на основе модиф ициро
ванного декстрана согласно уравнению [23]

% = 0,071-v - ^ - M ^ 2.
Плотность сш ивания (рх) рассчитывается по уравнению [1]

Px
1

VMc '

(5)

(6)

Значения параметров, характеризую щ их полимерную  сетку гидрогелей 
Ф К Д  и Ф К К , приведены в табл. 7.

Таблица 7
Влияние содержания фосфатных групп на параметры трехмерной полимерной сетки

микрогелей ФКД и ФКК

№
п/п Образец Степень набухания 

в растворе NaCl, г/г Mc, г/моль HM Px-IO4,
моль/см3

1 Ф КД (Cp = 4,0 %) 17,0 25 740 34,2 0,59
2 Ф КД (Cp = 5,2 %) 14,7 23 900 30,9 0,61
3 Ф КД (Cp =  6,2 %) 13,6 23 200 30,0 0,64
4 ФКД (Cp = 7,7 %) 9,0 19 800 25,0 0,82
5 ФКД (Cp = 8,7 %) 8,7 19 710 24,7 0,83
6 Ф КК (Cp = 9.9 %) 7,8 17 000 - -
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К ак следует из приведенных данных, при обработке полисахаридов смесью 
ортофосфорной кислоты и  мочевины в зависимости от условий реакции мож
но получить как  слабосшитые (Mc  =  25 700—23 200 г/моль), так и  более сшитые 
(Mc  =  10 210—17 000 г/моль) трехмерные структуры. Величина M c  находится 
в обратной зависимости от содержания фосфорсодержащ их групп в составе 
декстрана. Это может свидетельствовать о том, что трехмерная сетка стаби
лизирована в основном за счет химических связей (одноосновных фосфатов).

П оскольку полимерные сетки микрогелей на основе модифицированных 
полисахаридов неидеальны и  содержат большое количество различны х де
фектов, полученные значения параметров трехмерной сетки имеют относи
тельный характер.

Кислотно-основные свойства микрогелей фосфатов полисахаридов. М икро
гели фосфатов полисахаридов можно охарактеризовать как  набор ф осф орсо
держащих групп, удерживаемых вместе трехмерной пространственной сеткой 
с разной степенью плотности. Расчет кажущихся констант ионизации фосфат
ных групп микрогелей ФД, Ф К Д  и  Ф К К  проводили по данным потенциоме
трического титрования (рис. 7).

а б

Рис. 7. Интегральные (а) и дифференциальные (б) кривые потенциометрического 
титрования крахмала (2) и декстрана (1, 3—5), фосфорилированных в различных 

этерифицирующих смесях: 1, 4 — ортофосфорная кислота — оксид фосфора — 
трибутилфосфат; 2 , 3 , 5 -  ортофосфорная кислота — мочевина. Содержание 

фосфатных групп ~ 1,9—2,2 ммоль/г (1—3) и 3,1—3,2 ммоль/г (4, 5). Ионная сила 0,05

Сравнение кривых титрования полученных разны м и способами ф осф а
тов крахмала и  декстрана показывают, что в области pH  < 5,0, соответствую
щ ей полной нейтрализации сильнокислотных групп, они практически идеи-
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тичны. Это свидетельствует о нечувствительности показателей кислотности 
по первой ступени к  методу синтеза, а также к  природе полисахарида, входя
щего в состав катионитов (табл. 8). Следовательно, главным фактором, опре
деляю щ им форму кривой титрования начального участка Ф К К ,  Ф К Д  и ФД, 
является количество фосфатных групп. Резкий скачок на кривых титрования 
и  соответствующий ему рост степени набухания гидрогелей (см. рис. 7) свиде
тельствует о том, что ионизация функциональных групп сопровождается кон- 
ф орм ационны м и превращ ениями микрочастиц: компактны е конф ормации 
макромолекул переходят в развернутые. Эф фект конф ормационны х превра
щ ений макромолекул микрогелей является причиной того, что результаты ти 
трования сильнокислотных групп фосфатов полисахаридов не линеаризуются 
в координатах pH  = /[ lg (l — ос/а)], т. е. расчет кажущихся констант ионизации 
(PK1), согласно уравнению Гендерсона — Гассельбаха, некорректен. В данной 
работе PK1 принимали равным pH  при степени нейтрализации сильнокислот
ных групп 0,5 (см. табл. 8).

Таблица 8
Физико-химические свойства микрогелей на основе фосфатов полисахаридов

№
п/п Образец Система

этерификации Cf, % Cn , %
OEi

мг-экв/г
ПОЕ,

мг-экв/г PK1 рк2

1

Ф К К

H3PO4 : 
(NH2)2CO

6 ,5 1,9 2 ,2 4 ,4 3 ,0 7,1

2 10,2 2 ,0 3 ,2 - 2 ,7 -

3 11,8 2 ,9 — — 2 ,7 —
4

Ф К Д

5,9 1,9 1,9 — 2,8 —
5 11,2 2 ,0 3 ,2 — 2 ,7 —
6 12,4 2 ,9 1,9 — 2 ,9 -
7

Ф Д
Н 3Р 0 4 :
P2O5:

Bu3PO4

5,9 — 1,7 3 ,4 2 ,9 6 ,7

8 9 ,6 — 3,8 7 ,6 2 ,7 6 ,6

9 15,2 — 4 ,6 9 ,7 2 ,8 -

П р и м е ч а н и е .  Значение рК 3 принимали равным pH при степени нейтрализа
ции (а) сильнокислотных групп 0,5.

П о м ере увеличения степени  д и ссоц и ац и и  ф ун кц и он альн ы х  групп 
pH  > 5,0 различия между кривыми pH  = / ( « i Na0H) фосфатов полисахаридов, 
полученных разными способами, возрастают: более четко обозначаются скач
ки  вблизи точек эквивалентности для ФД, полученного в системе ортофос- 
ф орная кислота — оксид фосфора(У) — трибутилфосфат. В случае см еш ан
ных эфиров Ф К К  и  Ф К Д  зависимость pH  = / ( ю Каон) имеет смазанный вид: 
для данного участка кривой титрования характерно наличие не только одной, 
но нескольких неявно выраженных ступеней, аналогичных наблюдаемым на 
кривых титрования полифосфорных кислот. Это справедливо для катионитов
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с разной концентрацией фосфорсодержащ их групп и  свидетельствует о боль
шей энергетической неравноценности слабокислотных групп смешанных эф и
ров, возможными причинами которой могут быть различия как  в химической 
природе функциональных групп (фосфаты, полифосфаты), так и  в ближай
ш ем окружении (локальная концентрация функциональных групп, локальная 
прочность системы водородных связей).

Таким образом, данные потенциометрического титрования свидетельству
ют о том, что микрогели ФД представляют собой двухосновные катиониты. 
В отличие от ФД смеш анные эф иры  Ф К Д  и Ф К К  с вы соким содержанием 
фосфатных групп относятся к  полифункциональным катионитам, полную об
менную емкость которых определить невозможно (см. рис. 7, б).

И з представленных дифференциальны х кривых титрования (см. рис. 7, б) 
видно, что для всех Ф К Д  и Ф К К  с концентрацией фосфорсодержащ их групп 
до 2,5 м м оль/г участки до первой точки эквивалентности, соответствующей 
обм енной емкости по первой ступени (O E 1), и  от первой до второй точек 
эквивалентности , соответствую щ ей обм енной  ем кости  слабокислотны х 
групп (OE2), практически равны  между собой. Это может свидетельствовать 
о том , что в состав гидрогелей входят преимущ ественно однозамещ енны е 
фосфаты (структура I). П о мере роста содержания фосфатных групп в составе 
гидрогелей (СР > 3 ,2  м г-экв/г), второй участок потенциометрических кривых 
становится длиннее по сравнению  с первым (OE2ZOE1 > 1 ). Этот факт указы 
вает на частичное перекрывание процессов титрования сильно- и  слабокис
лотных групп, что затрудняет расчет рК 2 катионитов с высокой концентрацией 
фосфорсодержащ их групп.

Результаты, приведенные в табл. 8, показывают, что показатели кажущих
ся констант ионизации сравнительно мало зависят от содержания фосфатных 
групп в гидрогелях, степени сш ивки их полимерной матрицы. Наличие в сме
ш анных эфирах карбаматных групп также не оказывает влияния на значения 
PK 1 и  рК 2 фосфорсодержащ их катионитов.

Значения PK1 > 2,7 микрогелей с разным содержанием фосфора свидетель
ствует о том, что при pH  6,8—7,5 фосфатные группы ионизированы более чем 
на 75 %. Это определяет высокую селективность сорбции низко- и  вы сокомо
лекулярных биологически активных веществ микрогелями в данной области 
pH  не только за счет диффузии в трехмерную полимерную сетку, но и  путем 
многоточечного кооперативного взаимодействия с фосфатами и  полиф осф а
тами с образованием полиэлекгролитных комплексов.

О ценка противоопухолевой активности микрогелей на основе ф осф атов поли
сахаридов. Результаты сравнительного исследования противоопухолевой ак
тивности фосфатов полисахаридов в опытах in vitro, проведенного в Республи
канском  научно-практическом центре онкологии и  медицинской радиологии 
имени Н. Н. Александрова, свидетельствуют об их способности ингибировать 
пролиферацию  опухолевых клеток, увеличивающ ейся с ростом содержания 
фосфатных групп.
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Наличие собственной противоопухолевой активности синтезированны х 
гидрогелей ф осф атов полисахаридов подтверж дено в условиях in vivo на 
моделях перевиваемых опухолей саркомы M -1, саркомы Й енсена и  гепатомы 
Зайдела. И з рис. 8 и  9 видно, что после введения Ф КД объем опухолей (V, см3) 
крыс с саркомой M -I и  Й енсена, а также потеря массы животных с гепатомой 
Зайдела уменьшаются по сравнению  с контролем, что свидетельствует о тор
можении опухолевого роста.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследованы процессы  этериф икации декстрана и  крахмала в системах 
ортофосфорная кислота — оксид фосфора(У) — трибутилфосфат — хлороформ 
и ортоф осф орная кислота — расплав мочевины  и  получены ф осф аты  д ек 
страна в интервале изм енения степени замещ ения по ф осф атны м  группам
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(СЗр 0,03—1,05), а также смеш анные эф иры  полисахаридов, содержащих кар
баматные (C3N 0,23—0,71) и  фосфатные (С ЗР 0,25—1,01) группы. Установлен 
характер влияния на процесс гелеобразования фосфорилированных полиса
харидов концентрационного, температурного, временного и других факторов, 
что позволило вы явить условия получения гидрогелей с вы соким  выходом 
гель-фракции (82,5—96,7 %). Получена серия гидрогелей, представляющих со
бой частицы с диаметром в интервале 10—1050 мкм, характеризующиеся раз
ны м  функциональным составом и  степенью сш ивки трехмерной полимерной 
сетки. Показано, что гидрогели на основе фосфатов полисахаридов имеют вы 
сокие значения равновесной степени набухания (1000—20 000 %), относятся 
к  классу среднекислотных катионитов (pKj 2,7—3,0). В опытах in vivo и  in vitro 
установлено, что введение в состав полисахаридов фосфорсодержащ их групп 
способствует усилению противоопухолевой активности микрогелей на осно
ве фосфатов декстрана и  крахмала.
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