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Резюме
Введение. Грамицидин С традиционно выпускается в виде таблеток буккальных. В последнее время активно ведутся разработки 
лекарственной формы грамицидина С в виде спрея. Разработанные составы содержат вспомогательные вещества, которые способствуют 
солюбилизации малорастворимого антибиотика, однако истинная структура жидких лекарственных форм грамицидина С остается 
неопределенной. 
Цель. Определить коллоидную структуру и биофармацевтические свойств новой антибактериальной композиции грамицидина С.
Материалы и методы. Образец композиции получали в результате самоорганизации с использованием субстанции грамицидина С 
дигидрохлорида и вспомогательных веществ: пропиленгликоль, полисорбат-80, этиловый спирт, вода очищенная. Для определения 
качественного состава фаз использовалась рамановская спектроскопия. Параметры частиц в композиции устанавливали с 
использованием метода динамического рассеяния света. Для сравнительной оценки параметров высвобождения использовали 
диализ, детектируя концентрацию грамицидина С методом ВЭЖХ. Исследование антимикробного действия проводили в соответствии с 
требованиями Государственной фармакопеи РФ XIV издания.
Результаты и обсуждение. Проведены структурные исследования композиции грамицидина С: определены размер (5–50 нм), 
ζ-потенциал частиц (–1,1: +7,9 мВ). Проведена классификация композиции на основании данных о параметрах и особенностях 
формирования системы, что позволило отнести ее к классу коллоидных растворов. Показано, что исследуемая композиция обладает 
кинетической устойчивостью. Продемонстрирован характер высвобождения действующего вещества в сравнении с исходной 
субстанцией и повышенная растворимость антибиотика в воде. Подтверждено усиление антимикробных свойств пептида в составе 
коллоидного раствора, что связано с синергетическим действием поверхностно-активных веществ и грамицидина С.
Заключение. Установлена коллоидная структура композиции грамицидина С с содержанием 8 мг/мл. Установлено, что включение 
грамицидина С в состав коллоидного раствора приводит к значительному повышению эффективности антибиотика, что открывает 
перспективы к уменьшению дозировки действующего вещества и снижению уровня побочных эффектов при разработке лекарственного 
препарата.
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Abstract
Introduction. Gramicidin S has been conventionally manufactured as buccal tablets. However, in the past decade, the interest in the development 
of spray formulations has been growing. Those formulations contain excipients that enhance the solubility of the antibiotic in water solutions. 
However, the real structure of gramicidin S containing sprays remains unrevealed.
Aim. Investigation of colloidal structure and biopharmaceutical properties of new gramicidin S antibacterial composition.
Materials and methods. The composition sample was obtained using gramicidin S dihydrochloride, propylene glycol, polysorbate-80, ethanol 
and purified water. Raman spectroscopy has been performed to determine the composition of the phases. Dynamic light scattering analysis 
was performed to characterize the composition particles. Release of gramicidin S was performed by dialysis method and the concentration 
was determined by HPLC. The antimicrobial properties were investigated in accordance with the requirements of the XIV edition of the Russian 
pharmacopoeia.
Results and discussion. Dynamic light scattering analysis results show gramicidin S formulation particles having an average size in solution 
5–50 nm and ζ-potential (–1.1: +7.9 mV). Based on the obtained data on the composition properties and formulation parameters it was classified 
as colloidal solution. The kinetic stability evaluation was performed. We compared the solubility in water and release parameters of the active 
pharmaceutical ingredient in the native state and in the micelles. The enhancement of the antimicrobial activity of the peptide in the colloidal 
solution was confirmed and ascribed to the synergic effect gramicidin S – surfactant.
Conclusion. We reported the colloidal type of the composition, that aggregate gramicidin S at a concentration of 8 mg/mL. We found that 
gramicidin S inclusion into the colloidal solution led to significant efficiency increase, which reveals the potential to reduce the drug dose and side 
effects level.

Keywords: gramicidin S, antibiotic, colloidal solution, micelles
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ВВЕДЕНИЕ 
Грамицидин С активен в отношении грамположи-

тельных и грамотрицательных бактерий, а также не-
которых грибов [1], благодаря чему находит приме-
нение в терапии заболеваний, вызванных данными 
микроорганизмами, уже более 70 лет [2].

Однако ввиду отсутствия системной абсорбции 
пептида по причине его низкой растворимости в во-
де грамицидин С находит исключительно местное или  
наружное применение в виде буккальных таблеток 
или растворов для местного применения [3]. 

В последнее время активно ведутся разработки 
лекарственной формы грамицидина С в виде спрея, 
представляющего собой комбинированный препарат 
с цетилпиридиния хлоридом и оксибупрокаином, для 
лечения заболеваний горла и полости рта [4–7]. Так-
же разработан новый состав антибактериальной ком-
позиции грамицидина С на основе системы со-раст- 
ворителей и поверхностно-активных веществ (ПАВ) с 
содержанием от 3,2 до 8,0 мг/мл, отличающейся улуч-
шенным профилем безопасности по сравнению с про-
тотипом [8, 9]. Общим свойством разработанных со-
ставов является использование ПАВ для повышения 
растворимости грамицидина С (таблица 1):

Использование ПАВ является одним из наиболее 
перспективных способов повышения растворимос- 
ти субстанций в воде по причине возможности обра-
зования самоорганизующихся систем [10]. Дополни-
тельная стабильность данных систем обеспечивает-
ся путем введения сорастворителей (спирт этиловый, 
пропиленгликоль или глицерин), обладающих более 
низким значением гидрофильно-липофильного ба-
ланса, за счет образования пленкоподобного комп- 
лекса на границе раздела фаз с получением частиц 
(рисунок 1) [11]:

Рисунок 1. Взаимодействие ПАВ и сорастворителей в составе 
мицелл

Figure 1. Interaction between surfactants and co-solvents in 
micells
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Таким образом, есть основания полагать, что 
представленные в литературе композиции являются 
коллоидными растворами [12].

В настоящей работе приведено исследование кол-
лоидной структуры и биофармацевтических свойств 
новой антибактериальной композиции грамицидина  
С, представленной в патенте RU 2659418 [8], в составе 
которой содержатся грамицидин С в качестве дейст- 
вующего вещества, ПАВ и система сорастворителей 
субстанции, что исключает влияние других вспомога-
тельных веществ на результаты измерения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использо-

вали грамицидина С дигидрохлорид (ТУ 9348-023- 
47509455-2012, АО «ПФК Обновление», Россия), вспо-
могательные вещества – пропиленгликоль, EP/USP 
(Ineos Group Ltd, Великобритания), полисорбат-80, EP/
NF (Croda International plc, Великобритания), этиловый 
спирт 95 % (ГФ РФ XIV, ФС.2.1.0036.15) и вода очищен-
ная (ГФ РФ XIV, ФС.2.2.0020.18). Реактивы  – хлорная 

кислота, ч.д.а. (ООО «Камхимком», Россия), ацето-
нитрил для хроматографии, ос.ч. (АО «ЛенРеактив», 
Россия).

Приготовление композиции осуществляли по 
технологии, описанной в [8, 9]. В 75,0 г воды очищен-
ной при перемешивании последовательно загружа-
ли 16,0  г этилового спирта, 10,0 г пропиленгликоля 
и полисорбат-80 в количестве 1,0 г, перемешивали в 
течение 10 минут, после чего вносили в полученный 
раствор грамицидина С дигидрохлорида в количест- 
ве 0,8 г. Перемешивали смесь до получения однород-
ного раствора, который затем фильтровали через 
шприцевой фильтр рейтингом 0,45 мкм (ООО «Глю-
векс», Россия).

Формирование мицелл подтверждали с ис-
пользованием метода рамановской спектроскопии 
на портативном спектрофотометре комбинацион-
ного рассеяния Bruker BRAVO Raman spectrometer 
(Bruker Corporation, Германия) в спектральном диа-
пазоне 3200–400 см-1 с разрешением 10  см-1. Регист- 
рацию спектров для каждого объекта проводили 

Таблица 1. Сравнительная таблица составов композиций грамицидина С, содержащих ПАВ

Table 1. Comparative table of gramicidin S compositions containing surfactants

Номер документа
Document №

Патент 
RU 2627423

Patent RU 2627423

Патент 
RU 2604575

Patent RU 2604575

Патент 
RU 2604576

Patent RU 2604576

Патент 
RU 2749902

Patent RU 2749902

Патент 
RU 2659418

Patent RU 2659418

Состав в масс. %
Content in wt. %

Грамицидин С
Gramicidin S

0,027–0,2  0,027–0,033 0,027–0,033 0,002–0,1 0,32–0,80

Оксибупрокаина 
гидрохлорид
Oxybuprocaine 
hydrochloride

0,067–0,2 0,067–0,083

Цетилпиридиния хлорид
Cetylpyridinium chloride

0,045–0,2 0,045–0,055 0,045–0,055 0,05

Метилпарабен 
Methylparaben

0,0736–0,1104 0,0736–0,1104 0,0736–0,1104 0,092

Пропилпарабен
Propylparaben

0,0080–0,0120 0,0080–0,0120 0,0080–0,0120 0,01

Этанол 
Ethanol

7,3–10,9 7,3–10,9 7,3–10,9 9,1–9,5 16,00–40,00

Сукралоза
Sucralose

0,09–0,11 0,09–0,11 0,09–0,11 0,1

Глицерол
Glycerol

14,9–18,2  14,9–18,2 14,9–18,2 14,3–16,95

Пропиленгликоль
Propylene glycol

10,00–12,00

Ароматизатор мятный
Mint aromatizer 

0,37–0,44  0,37–0,44 0,37–0,44 0,41

Лимонной кислоты 
моногидрат
Citric acid monohydrate 

0,026–0,032 0,026–0,032  0,026–0,032 0,029

Натрия цитрат
Sodium citrate

0,0099–0,012 0,0099–0,012 0,0099–0,012 0,011

Полисорбат-80
Polysorbate-80

0,18–0,22 0,18–0,22 0,18–0,22 0,2 0,90–1,10

Вода очищенная
Purified water

остальное
rest

остальное
rest

остальное
rest

остальное
rest

остальное
rest
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трижды в целях обеспечения воспроизводимости ре-
зультата и отсутствия изменения положений полос и 
интенсивностей. 

Определение размера и величины поверхност-
ного заряда частиц коллоидного раствора проводи-
ли с использованием метода динамического рассея-
ния света. Для работы использовали прибор Zetasizer 
Nano ZS (Malvern Panalytical Ltd, Великобритания). Об-
разцы анализировали непосредственно после при- 
готовления. 

Кинетическую стабильность коллоидного раство-
ра определяли с использованием центрифуги Frontier 
5000 FC5706 (Ohaus Corporation, Германия). Образцы 
подвергали центрифугированию при 5000 об/мин в 
течение 15  минут и проверяли на предмет разделе-
ния фаз.

Антимикробное действие композиции грамици-
дина С определяли в соответствии с ОФС.1.2.4.0002.18 
ГФ РФ XIV. Определение pH проводили с использова-
нием pH-метра MettlerToledo™  FiveEasyPlus™ FEP20 
(Thermo Fisher Scientific Inc, США).

Высвобождение грамицидина С из композиции 
проводили с использованием следующей последо-
вательности: образец коллоидного раствора в коли-
честве 18,75 мл помещали в полупроницаемую мемб- 
рану Spectra/Por® 7 (Thermo Fisher Scientific Inc, США) 
с размером пор 3,5 кДа, исключая протекание, ко-
торую затем помещали в колбу, содержащую 100  мл 
фосфатного забуференного физиологического раст- 
вора с рН = 7,4 (ГФ РФ XIV, ОФС.1.3.0003.15). В качест- 
ве образца сравнения использовали грамицидина С 
дигидрохлорид в количестве 150 мг. Образцы пере-
мешивали с использованием орбитального шейкера 
(ООО  «Био-Рус», Россия), периодически отбирая про-
бы и добавляя в колбу буферный раствор для под-
держания объема.

Количественное определение грамицидина С 
проводили методом ВЭЖХ, в качестве подвижной фа- 
зы использовали следующие растворы:
•• Подвижная фаза А. В 1000 мл воды помещали 6,0 мл  

хлорной кислоты 70 % и 10,0 мл фосфорной кис-
лоты раствора 25 %, перемешивали, доводили  
рН полученного раствора до 2,50 ± 0,05 с по- 
мощью раствора натрия гидроксида 50 %.

•• Подвижная фаза В. Ацетонитрил для хроматог- 
рафии.
В качестве испытуемого раствора использовали 

коллоидный раствор грамицидина С, профильтрован-
ный через нейлоновый мембранный фильтр с разме-
ром пор 0,45 мкм, отбрасывая первые порции фильт- 
рата. Объем пробы 20 мкл.

В качестве стандартного использовали раствор, 
который готовили путем растворения навески 25  мг 
СОП грамицидина С дигидрохлорида (грамицидина 
С дигидрохлорид, субстанция-порошок, содержание 
грамицидина С дигидрохлорида 99,9 %, АО «Произ-
водственная фармацевтическая компания Обновле-
ние», Россия, серия 10719, годен до 31.07.2024) в 25 мл 
спирта этилового 95 %.

Хроматографические условия: колонка Luna C18,  
250 × 4,6 мм, 5 мкм, Phenomenex, скорость потока 
1,0  мл/мин, температура колонки 25 °С, детектор УФ, 
210 нм. Программа градиента представлена в таб- 
лице 2.

Таблица 2. Программа градиента 

Table 2. Gradient program 

Время, мин
Time, min

Подвижная фаза А, %
Mobile phase А, %

Подвижная фаза Б, %
Mobile phase B, %

0–7 85 15
7–8 85–50 15–50

8–25 50 50
25–26 50–40 50–60
26–35 40 60
35–65 40–20 60–80
65–70 20 80
70–71 20–85 80–15
71–80 85 15

Содержание грамицидина С дигидрохлорида 
C60H92N12O10 ∙ 2HCl в одном миллилитре коллоидного 
раствора в миллиграммах (Х) вычисляли по формуле:

X
S a P

S
=

⋅ ⋅
⋅ ⋅

0

0 25 100
, (1)

где S – площадь пика грамицидина С дигидрохлори-
да на хроматограмме испытуемого раствора; S0 – пло-
щадь пика грамицидина С дигидрохлорида на хро- 
матограмме раствора стандартного образца; а0 – на-
веска стандартного образца грамицидина С дигидро- 
хлорида, в миллиграммах; P – содержание основного 
вещества в стандартном образце грамицидина С ди- 
гидрохлорида, в процентах.

Валидацию разработанной методики проводили в 
соответствии с [13].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для подтверждения структуры композиции гра-

мицидина С дигидрохлорида, ПАВ и сорастворителей 
приготовлен образец следующего состава (таблица 3):

Таблица 3. Состав коллоидного раствора,  
содержащего грамицидина С дигидрохлорид,  
ПАВ и сорастворители 

Table 3. Composition of colloidal solution containing  
gramicidin S hydrochloride, surfactant and co-solubilizers

Наименование компонента
Component name

Содержание, г
Content, g

Грамицидина С дигидрохлорид
Gramicidin S dihydrochloride

0,8

Спирт этиловый, 95 % 
Ethanol, 95 % 

16,0

Пропиленгликоль
Propylene glycol

10,0

Полисорбат-80
Polysorbate-80

1,0

Вода очищенная 
Purified water

до 100
up to 100
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Результаты анализа полученной композиции ме-
тодом рамановской спектроскопии представлены на 
рисунке 2:

Результаты анализа методом рамановской спект- 
роскопии (рисунок 2, б) демонстрируют наличие ха-
рактеристических полос спирта этилового и про-
пиленгликоля в области 1500–500 см-1 [14], что под-
тверждает присутствие данных веществ в составе 
дисперсионной среды. В то же время характеристи-
ческие полосы Амид I грамицидина С, находящиеся  
в области 1700–1500 см-1 [15] и 1000 см-1, обусловлен-
ные ароматической структурой D-фенилаланина [16] 
(рисунок 2, а), отсутствуют, а наличие данных сигналов 
на спектре высушенной дисперсной фазы (рисунок 2, 
в) подтверждает факт нахождения действующего ве-
щества в ее составе. При этом на спектре дисперс-
ной фазы дополнительно наблюдаются сигналы 850 и 
1100 см-1, характерные для полисорбата-80 [17].

Таким образом, в составе дисперсионной сре-
ды полученного коллоидного раствора находятся во-
да, спирт этиловый и пропиленгликоль, в составе дис-
персной фазы – грамицидин С и полисорбат-80.

Полученный образец коллоидного раствора гра-
мицидина С проанализирован с использованием ме-
тода динамического рассеяния света для установ-
ления наличия частиц, определения их размера и 
поверхностного заряда (рисунок 3). 

Согласно данным (рисунок 3), размер частиц кол-
лоидного раствора находится в пределах от 5 до 
50  нм. Значение поверхностного заряда (ζ-потенци- 
ала) частиц коллоидного раствора находится в диапа-
зоне (–1,1: +7,9) мВ. 

Малая величина ζ-потенциала в случае разрабо-
танной композиции объясняется неионогенной при-
родой ПАВ – полисорбата-80, так как данное вспо-
могательное вещество обеспечивает устойчивость 

Рисунок 2. Рамановские спектры:

а – грамицидина С дигидрохлорида; б – коллоидного раствора грамицидина С дигидрохлорида; в – дисперсной фазы коллоид-
ного раствора грамицидина С

Figure 2. Raman spectra:

a – gramicidin S dihydrochloride; b – gramicidin S dihydrochloride colloidal solution; c – dispersed phase of gramicidin S colloidal 
solution
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коллоидного раствора за счет стерических факто-
ров, провоцирующих отталкивание частиц, сохраняя 
структуру [18]. Отличный от нулевого значения заряд 
частиц, характерный для мицелл неионогенных ПАВ, 
свидетельствует о наличии в структуре коллоидно-
го раствора заряженных частиц, среди которых могут 
быть ионогенные примеси полисорбата-80 в виде 
свободных жирных кислот [19]. 

В то же время известно, что мицеллы на основе 
полисорбата-80, как правило, несут отрицательный 
заряд [20]. Принимая во внимание химическую при-
роду пропиленгликоля, влияние данного компонен-
та на сдвиг значения заряда в область положительных 
значений крайне мало, на основании чего можно 
сделать вывод о роли грамицидина С, обладающего 
свойствами катиона.

Таким образом, полученное значение ζ-потенци-
ала не противоречит условию стабильности коллоид- 
ного раствора, образованного неионогенным ПАВ.

Для оценки стабильности коллоидного раство-
ра проведена оценка его кинетической устойчивости,  
центрифугирование не привело к оседанию дисперс-
ной фазы, что свидетельствует о кинетической устой- 
чивости композиции.

Для оценки количественного содержания грами-
цидина С использовали метод ВЭЖХ. Результаты ва-
лидационных испытаний разработанной методики 
представлены в таблице 4:

Результаты исследования кинетики высвобожде-
ния грамицидина С из композиции в сравнении с ис-
ходной субстанцией представлены на рисунке 4:

Из графиков (рисунок 4) видно, что грамицидин С 
не обладает растворимостью в среде, имитирующей 
полость рта, однако в составе композиции антибио-
тик высвобождается с высокой скоростью (более 75 % 
за 1 ч), что способно обеспечить более высокое анти-
микробное действие.

Таблица 4. Результаты валидационных испытаний методики  
количественного определения грамицидина С

Table 4. Results of validation tests for Gramicidin S  
quantification method

Параметр
Criteria

Результат
Result

Специфичность
Specificity

На хроматограмме раствора «плацебо» 
отсутствует пик со временем удержива-
ния грамицидина С (46,38 мин)

A peak with the retention time of grami-
cidin S (46.38 min) is absent on the chroma-
togram of «placebo»

Линейность
Linearity

R = 0,9997
Уравнение линейной зависимости 
y = 28495,6х – 17781,2
R = 0.9997
Linear dependence equation 
y = 28495.6х – 17781.2

Воспроизводимость
Repeatability

RSD = 0,85 %

Внутрилабораторная 
прецизионность
Intra-labprecision 

Fпракт. = 2,893
Fтабл. = 10,967
Ffact. = 2.893

Fcalc. = 10.967

Правильность
Accuracy

RSD ≤ 2,0 % (0,85 %)
Отклик 97,5–102,5 % (99,8 %)
Доверительный интервал включает 
значение 100 % (99,8 ± 0,9)
RSD ≤ 2.0 % (0.85 %)
Response 97.5–102.5 % (99.8 %)
The confidence interval includes
meaning 100 % (99.8 ± 0.9)

Аналитическая область
Analytical area

1–140 %

Антимикробную активность композиции исследо-
вали в сравнении с водной суспензией грамицидина  
С. Результаты данного исследования представлены на 
рисунке 5. 

Рисунок 3. Данные исследования коллоидного раствора грамицидина С методом динамического рассеяния света: 

а – размер частиц; б – поверхностный заряд

Figure 3. Gramicidin S colloidal solution analysis by dynamic light scattering: 

a – particle size; b – surface charge
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Из результатов, представленных на рисунке 5, 
следует, что грамицидин С в составе коллоидного 
раствора проявляет более высокий уровень анти- 
микробной активности в 2–5 раз по отношению к 
тест-штаммам. Дополнительный вклад в наблюда- 
емый эффект может внести присутствие ПАВ. Из-
вестно, что ПАВ способны повышать активность раз-
личных антимикробных агентов за счет влияния на 
клеточную стенку бактерий  [21]. А с учетом того, 
что грамицидин С имеет схожий механизм активнос- 
ти, оказывая поверхностно-активное воздействие 
на оболочку микроорганизмов, возможно, наблю-
дается синергетическое взаимодействие пептида, 
ПАВ и системы сорастворителей, входящих в состав 
композиции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках настоящего исследования определена 

структура жидкой композиции, содержащей грами-
цидин С в системе сорастворителей, что позволило 
охарактеризовать ее как коллоидный раствор. 

Установлено, что включение грамицидина С в 
состав мицеллы коллоидного раствора приводит к 
значительному повышению эффективности антибио-
тика, что открывает перспективы к уменьшению до-
зировки действующего вещества и, как следствие, 
снижению уровня побочных эффектов при примене-
нии лекарственного препарата.
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Рисунок 4. Параметры высвобождения грамицидина С из ком-
позиции (a) в сравнении с растворением грамицидина С ди- 
гидрохлорида (б)

Figure 4. Release parameters of gramicidin S from the compo-
sition (a) in comparison with the dissolution of gramicidin S di- 
hydrochloride (b)

Рисунок 5. Антимикробное действие суспензии (а) и коллоид-
ного раствора (б) грамицидина С дигидрохлорида

Figure 5. Antimicrobial action of gramicidin S hydrochloride in 
suspension (a) and in colloidal solution (b)
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