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Резюме
Введение. К настоящему времени практически отсутствуют данные о взаимосвязи между биологической активностью и структурными 
характеристиками антимикробных полимеров, синтезируемых путем химического присоединения гуанидиновых групп к макромолекулам 
полисахаридов. В связи с этим обстоятельством, представляется интересным осуществление химической модификации гуанидина 
природными полимерами в частности полиальдегидпектином и проведение сравнительных исследований антимикробной активности 
полученных образцов, имеющих различные физико-химические характеристики. 
Цель. Синтез гуанидинсодержащих производных пектина и установление влияния структурных вариаций, полученных образцов на 
проявления антимикробных свойств. 
Материалы и методы. Синтез гуанидинсодержащих производных пектина состоял из следующих стадий: периодатное окисление 
полисахарида, модификация гуанидина посредством полиальдегидпектина и химическое восстановление азометиновых связей. 
Количество гуанидина в полученных образцах вычислено ацидиметрическим титрованием, содержание азота (N, %) определено с 
помощью элементного анализатора марки Eura EA (Italy). Значения рКα синтезированных соединений найдены методом обратного 
титрования. Спектры поглощения были сняты на спектрофотометре «UV 1280» (Shimadzu, Japan), в диапазоне λ = 180–400 нм. ИК-спектры 
записывали на спектрометре Vector-22 в области длин волн 400–4000 см-1 в таблетках KBr (3 мг образца / 300 мг KBr). Молекулярно-
массовые характеристики синтезированных производных, определяли методом высокоэффективной гельпроникающей хроматографии 
на жидкостном хроматографе Agilent 1260 Infiniti. Острая токсичность гуанидинсодержащих производных пектина определена методом 
Прозоровского. Сравнительная оценка антимикробной активности проводилась методом диффузии в агар. 
Результаты и обсуждение. Варьируя степенью окисления полиальдегидпектина, синтезированы соединения, отличающиеся степенью 
замещения, содержанием гуанидина, молекулярной массой и значением рКα. Установлено, что выраженность антибактериальной 
и противогрибковой активности исследованных образцов зависит от степени замещения и природы противоиона. С увеличением 
количественного содержания гуанидиновых групп в макромолекулярной цепи пектина, возрастает противомикробное действие. 
Обнаружено, что замена низкомолекулярных Cl–, NO3

– , F–, I– противоионов на карбоксилат-анионы приводит к резкому уменьшению 
антимикробных свойств. При пероральном введении синтезированных соединений мышам установлено, что все образцы относятся к 
разряду практически не токсичных веществ (V-й класс).
Заключение. Сравнительный анализ гуанидинсодержащих производных пектина с различными характеристиками показал, что 
выраженность антимикробного действия синтезированных соединений в отношении бактерий и грибов рода Candida зависит от 
количественного содержания катионных группировок и природы противоиона.
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Abstract
Introduction. Up to the present time, there are practically no studies on the relationship between the structural characteristics and biological 
activity of antimicrobial polymers synthesized by the chemical addition of guanidine groups to polysaccharide macromolecules. Therefore, there is 
a need to carry out the chemical modification of guanidine with natural polymers, in particular polyaldehyde pectin, and to conduct comparative 
studies of the antimicrobial activity of the obtained samples with different physicochemical characteristics.
Aim. To conduct the synthesis of guanidine-containing pectin derivatives. In addition, to determine the influence of structural variations in the 
obtained samples on exhibiting antimicrobial properties.
Materials and methods. The synthesis of guanidine-containing pectin derivatives consisted of the following stages: periodate oxidation of the 
polysaccharide, modification of guanidine using polyaldehyde pectin, and chemical reduction of azomethine bonds. The amount of guanidine 
in the obtained samples was calculated by acidimetric titration, the nitrogen content (N, %) was determined using a Eura EA (Italy) elemental 
analyzer. The рКα values of the synthesized compounds were found by the back titration method. Absorption spectra were analyzed on 
a "UV 1280" spectrophotometer (Shimadzu, Japan) in the range λ = 180–400 nm. IR spectra were recorded on a Vector-22 spectrometer in the 
wavelength range of 400–4000 cm-1 in KBr tablets (3 mg sample / 300 mg KBr). The molecular weight characteristics of the synthesized derivatives 
were determined by high-performance gel permeation chromatography on an Agilent 1260 Infiniti liquid chromatograph. The acute toxicity 
of guanidine-containing pectin derivatives was calculated by the Prozorovsky method. Comparative assessment of antimicrobial activity was 
conducted by agar diffusion method. 
Results and discussion. By varying the oxidation level of polyaldehyde pectin, synthesized compounds differ in the degree of substitution, 
guanidine content, molecular weight, and pKα value. It was found that the levels of the antibacterial and antifungal activity of the studied samples 
depend on the degree of substitution and the nature of the counterion. The antimicrobial effect increases with an increase in the quantitative 
content of guanidine groups in the macromolecular chain of pectin. Moreover, it was found that the change of low molecular weight Cl–, NO3

– , F–, 
I– counterions by carboxylate anions leads to a sharp decrease in antimicrobial properties. Upon oral injection of the synthesized compounds to 
mice, it was found that all samples belong to the category of practically non-toxic substances (V-class).
Conclusion. Comparative analysis of guanidine-containing pectin derivatives with different characteristics showed that the severity of the 
antimicrobial action of the synthesized compounds against bacteria and fungi of the genus Candida depends on the quantitative content of 
cationic groups and the nature of the counterion. 
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ВВЕДЕНИЕ
По причине резкого возрастания устойчивости 

возбудителей инфекционных заболеваний к низко-
молекулярным антимикробным препаратам, приме-
няющимся в клинической практике, усиленно ведется 
поиск, направленный на создание нового поколения 
терапевтических средств, отличающихся не только 
величиной биологической активности, но и улучшен-
ными фармако-токсикологическими свойствами [1]. В 
этом направлении наиболее перспективными средст- 
вами можно считать антимикробные полимеры, син-
тез которых осуществляется различными путями. Из-
вестно, что при молекулярном конструировании 
макромолекулярной цепи полимера, удается в же-

лаемом направлении регулировать его биологичес- 
кую активность, токсичность, фармакокинетические  
свойства и ряд других фармакологических характе-
ристик, что не является возможным при химической 
модификации низкомолекулярных химиотерапевти-
ческих агентов [2–4].

Среди неоднородного класса антимикробных по-
лимеров существенная роль отводится синтезу мак- 
ромолекулярных производных, несущих в цепи поло-
жительный заряд. Это связано с тем, что большинство 
катионных полимеров обладают выраженными анти-
микробными свойствами, основой действия которых, 
является взаимодействие с отрицательно заряжен-
ной поверхностью микроорганизмов и ее последу- 
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ющее разрушение [5–7]. В частности, такими свойст- 
вами обладают сополимеры, по большей части синте-
зируемые на основе различных алифатических диа-
минов и гуанидина. Наличие гуанидиновых фрагмен-
тов в повторяющихся звеньях полимера придает всей 
макромолекуле свойства поликатионов и обеспечи-
вает выраженное противомикробное действие [8–10]. 
Помимо высокого биоцидного действия полимер-
ные производные гуанидина нетоксичны, безопасны,  
имеют пролонгированное действие и хорошо раство-
ряются в воде. Перечисленные преимущества этого 
класса антимикробных полимеров предопределяют 
их широкое применение в качестве безвредных де-
зинфицирующих и антисептических средств. 

Несмотря на имеющийся огромный материал в 
области разработки и применения полиалкиленгуа-
нидиновых средств, к настоящему времени недоста-
точно сведений о работах, посвященных синтезу и 
фармакологическим исследованиям антимикробных 
полимеров, получаемых посредством химического 
связывания гуанидина с макромолекулами полиса-
харидов. Также, не изучены структурные показатели, 
влияющие на биологическую активность и токсиколо-
гические свойства гуанидинсодержащих производных 
полисахаридов. Поскольку очевидно, что после моди-
фикации гуанидина полисахаридами, эффективность 
биологического действия создаваемых полимерных 
молекул может оказаться различной и главным обра-
зом зависеть от количественного содержания катион-
ных группировок, молекулярных характеристик, сос- 
тава, природы противоиона и др. 

С учетом высокой нуклеофильности аминогрупп 
гуанидина, способных в мягких условиях синтеза всту-
пать в реакцию конденсации с альдегидами [11, 12], 
наиболее подходящим выглядит проведение хими- 
ческой модификации низкомолекулярного катионно- 
го фрагмента с помощью окисленного полисахарида 
(полиальдегида). Известно, что полиальдегиды раз-
личных полисахаридов благодаря комплексу уни-
кальных свойств считаются практически идеальны-
ми носителями лекарственных препаратов, в связи 
с чем довольно часто применяются для создания фи-
зиологически активных полимеров прививочного ти- 
па [13–15]. 

Целью настоящей работы был синтез гуанидин-
содержащих производных пектина с различными фи-
зико-химическими характеристиками и установление 
влияния структурных вариаций, полученных образ-
цов на проявление антимикробных свойств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использован коммерческий цитрусовый 

пектин, выделенный из кожуры цитрусовых (Sigma-
Aldrich, США), со степенью этерификации 65 % и мо-
лекулярной массой 160 ± 2 кДа; гуанидин углекислый 
квалификации х.ч.; бор гидрид натрия (Sigma-Aldrich, 
США)  – белый кристаллический порошок c массовой 

долей основного вещества ≥ 99 %; натрий йоднокис-
лый мета (ТУ 6-09-02-54-74) квалификации ч.д.а.

УФ-спектры водных растворов образцов были сня-
ты на спектрофотометре UV-1280 (Shimadzu, Япония), 
в диапазоне λ = 180–400 нм. ИК-спектры записывали 
на спектрометре Vector 22 в области длин волн 400–
4000  см-1 в таблетках KBr (3 мг образца / 300 мг KBr). 
Молекулярно-массовые характеристики синтезиро-
ванных производных определяли методом высокоэф-
фективной гельпроникающей хроматографии на жид-
костном хроматографе Agilent 1260 Infinity. Контроль 
процесса анализа осуществляли с помощью рефрак-
тометрического детектора с использованием хро-
матографической колонки PL aquagel-OH MIXED дли- 
ной 300  мм и внутренним диаметром 7,5 мм (Waters, 
США). В качестве элюента использовали 0,1 н водный 
раствор нитрата натрия. Объемная скорость потока 
элюента составляла 0,8 мл/мин.

Содержание азота (N, %) в образцах определяли 
на элементном анализаторе марки Eura EA (Italy). За-
тем по содержанию азота вычисляли степень заме-
щения (СЗ) каждого образца. Количество гуанидина в 
синтезированных соединениях найдено методом аци-
диметрического титрования. 

Значения рКα в конечных продуктов реакции вы-
числяли следующим образом: 50 мг образца раство-
ряли в воде, затем к образовавшемуся раствору до-
бавляли 0,1 н HCl и доводили рН до 3. После этого 
при постоянном перемешивании проводили титрова-
ние, добавляя аликвоты 0,1 н раствора NaOH. Величи-
ну рН раствора контролировали с помощью рН-метра 
(SevenCompact S220-Basic, Mettler Toledo, Германия). 
Значение рКα устанавливали по величине рН, при ко-
тором находилась середина плато на кривой титрова- 
ния, как описано в работе [16]. 

Периодатное окисление пектина. На началь-
ном этапе требовалось получение полиальдегидпек-
тина с различной степенью окисления. Для этого в 
склянку из темного стекла емкостью 500 мл помеща-
ли 0,01  моль пектина, приливали 200 мл ацетатно-
го буфера с рН 4,25 и оставляли перемешиваться до 
полного растворения полисахарида. Далее добавля-
ли 0,2 н раствора NaIO4 при молярном соотношении 
пектин : IO4

–  = 1 : 1,5. Процесс периодатного окисления 
пектина продолжался 1–5 ч, при температуре 20 °С. По 
окончании реакции периодатного окисления продук-
ты осаждали ацетоном. Выпавшие осадки собирали на  
фильтре Шотта, промывали 70 % этиловым спиртом  
до отрицательной реакции на ионы IO4

–  и IO3
–   (конт- 

роль по реакции с раствором азотнокислого сереб- 
ра) и сушили в темноте под вакуумом над Р2О5. Сте-
пень окисления (γок) функционализированного пек-
тина, вычисленная методом обратного йодометри- 
ческого титрования [17], составила 18–47 моль%. 

Химическая модификация гуанидина полиаль-
дегидпектином. Взаимодействие окисленного пек- 
тина с гуанидином проводили в водной среде по ме-
тодике, которая состояла в следующем. В стакан объ-
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емом 500  мл, помещали 0,01 моль функционализиро-
ванного пектина c различной степенью окисления, 
затем добавляли 100–200 мл воды, после полного  
растворения активированного полисахарида, при 
постоянном перемешивании на магнитной ме-
шалке, вливали раствор, содержащий 0,35 моль 
(H2N)2C = NH × 1/2 H2CO3. Реакция протекала при 20 °С, 
значении рН 8,8–9,0 и в течение 2 часов. Стабилизация 
азометиновых связей (—C==  N—) проводилась бор-
гидридом натрия. Восстанавливающего реагента бра-
ли в 2-кратном мольном избытке в расчете на 1 моль 
гуанидинсодержащего элементарного звена пекти-
на. Химическая трансформация азометиновых свя-
зей в аминные связи продолжалась 10 ч, при t = 20 °С 
и постоянном перемешивании. В конце добавляли 
0,5 М раствор HCl (или HNO3, HI, HF, CH3COOH, CH2OH—
(CHOH)4-—COOH) и доводили рН раствора до 6,5–6,8. 
Полученный раствор диализовали против дистилли-
рованной воды в течение 24  часов (с трехкратной сме-
ной диализной воды). Диализат подвергали сублима-
ционной сушке. 

Исследование острой токсичности. Острую ток-
сичность гуанидинсодержащих производных пектина 
исследовали согласно «Методическим указаниям по 
изучению общетоксического действия фармакологи-
ческих веществ» [18]. Расчет однократной полулеталь-
ной дозы (ЛД50) при пероральном введении прово- 
дили на мышах по экспресс-методу Прозоровского. 
Для постановки эксперимента было использовано 150 
беспородных белых мышей самцов массой тела 19–
22  г в возрасте 10–12 недель к моменту введения ис-
следуемых образцов. Мышей выдерживали на каран-
тине в течение 14 дней до проведения эксперимента. 
Состояние мышей оценивали в течение первого часа, 
а также через 1, 3, 7 и 14 суток после введения. У экс-
периментальных мышей регистрировали такие пока-
затели как поведение, дыхание, состояние слизистых 
покровов, изменение массы тела, характер фекалий, 
потребление пищи и воды. 

Определение антимикробной активности гу-
анидинсодержащих производных пектина в ус-
ловиях in vitro. В качестве тестовых культур для 
определения антимикробной активности гуанидин-
содержащих производных пектина нами были вы-
браны следующие микроорганизмы: Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa и Candida albicans. 
Антимикробное действие синтезированных соеди-
нений исследовано при концентрации 200 мкг/мл,  
методом диффузии в агар, основанном на способ- 
ности изучаемых веществ диффундировать в пита- 
тельную среду, на которую производится высев вы-
бранных тест-культур, и подавлять рост микроорга-
низмов (мм). Диаметр зон задержки роста микроор-
ганизмов меньше 10 мм оценивали, как отсутствие 
антимикробной активности, 10–15 мм – слабая актив-
ность, 15–20 мм – умеренно выраженная активность, 
свыше 20 мм – выраженная активность. Каждый об-
разец испытывался в трех параллельных опытах. По-
лученные данные обрабатывали статистически с уче- 
том критерия Стьюдента [19]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Разработанный метод химической модификации 

гуанидина полиальдегидпектином интересен тем, 
что при одинаковых условиях реакции, но различ-
ной степени окисления полисахарида удается фикси-
ровать в полимерную цепь заданное количество ка-
тионных фрагментов и тем самым оказывать влияние 
на характеристики конечных продуктов. Как видно из 
ниже представленной таблицы 1, степень замещения 
образцов составляет 30–90 моль%, содержание гуа-
нидина 8,0–24,7 %, значение рКα 8,2–9,2 ± 0,1 и моле-
кулярная масса 26 000–10 000 Да. Эти данные доказы-
вают возможность получения катионного пектина с 
различной молекулярной массой, составом и содер-
жанием физиологически активных азотсодержащих 
группировок. 

Рисунок 1. Общая схема синтеза гуанидинсодержащих производных пектина

Figure. 1. General scheme for the synthesis of guanidine-containing pectin derivatives
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Таблица 1. Основные характеристики  
синтезированных образцов

Table 1. Main characteristics of synthesized samples

γ ок
 П

А
П

, м
ол

ь%
γ ox

 P
A

P,
 m

ol
%

Со
де

рж
ан

ие
 а

зо
та

, %
N

it
ro

ge
n 

co
nt

en
t,

 %

Ст
еп

ен
ь 

за
м

ещ
ен

ия
, 

м
ол

ь%
 

D
eg

re
e 

of
 s

ub
st

it
ut

io
n,

 
m

ol
%

Со
де

рж
ан

ие
 

гу
ан

ид
ин

а,
%

G
ua

ni
di

ne
 c

on
te

nt
, %

Зн
ач

ен
ие

 p
Kα

рК
α 

va
lu

e

[η
]*

, д
л/

г
[η

]*
, d

L/
g

М
*,

 Д
а

М
*,

 D
a

18 6,5 30 8,0 8,2 ± 0,1 0,23 26 000
26 9,2 44 11,8 8,5 ± 0,1 0,20 21 000
35 12,1 60 16,2 8,8 ± 0,1 0,15 15 000
42 15,3 78 21,5 9,0 ± 0,1 0,13 13 000
47 16,8 90 24,7 9,2 ± 0,1 0,09 10 000

Примечание. [η]* – характеристическая вязкость образцов, 
вычислена в 0.1 н растворе ацетата натрия в воде при 25 °С; М – мо-
лекулярная масса.

Note. [η]* – intrinsic viscosity of the samples, calculated in a 0.1 N 
solution of sodium acetate in water at 25 °C; М – molecular weight.

Присутствие гуанидина в структуре пектина под-
тверждено методом УФ-спектроскопии. В водных 
растворах гуанидина и его полимерной формы на-
блюдалась интенсивная полоса поглощения в области 
λmax = 195 нм, что доказывало наличие гуанидиновых 
фрагментов в полученных соединениях. 

В ИК-спектре продуктов реакции присутствовали 
полосы поглощения в области 3400–3390 см-1 ν(ОН), 
3270–3250 см-1 (—NH2), 2945–2930 см-1 ν(СН), 1610–

1650  см-1 (—С==  О), 1550–1570 см-1 (—NH—), 1410–
1425 см-1 δas(—ОCH3). 

При проведении токсикологических исследова-
ний было установлено, что значение ЛД50 для всех 
синтезированных соединений составляет порядка 
3000–3700  мг/кг. Эти результаты позволяют отнести 
их к разряду практически не токсичных веществ (V-й 
класс).

В некоторых исследованиях [20, 21] доказано, что 
величина антимикробного эффекта катионных мак- 
ромолекул зависит от количественного содержания 
положительно заряженных группировок, точнее об-
щего заряда синтезированного полимера. Исходя из 
этих сведений, первоначально требовалось провес- 
ти сравнительное исследование образцов с различ-
ной степенью замещения и соответственно значением 
рКα. 

Представленные на рисунке 2 результаты микро-
биологических исследований подтверждают гипотезу 
о различном уровне антимикробной активности син-
тезированных соединений. Видно, что зона задерж-
ки роста микробных культур коррелирует со степе-
нью замещения образцов. Так, например, образец со 
степенью замещения 30 моль% обладает наимень-
шим противомикробным действием в отношении па-
тогенных культур. С увеличением количественного 
содержания гуанидиновых группировок закономер-
но начинает возрастать выраженность антимикроб-
ного действия. Здесь можно увидеть, что для образ-
ца с предельным содержанием гуанидиновых групп 

Рисунок 2. Влияние содержания гуанидиновых группировок в образцах (в виде гидрохлоридов) на антимикробную активность. 

1 – S. aureus; 2 – P. aeruginosa; 3 – C. albicans (*p < 0.05, **p < 0.01; n = 3–4)

Figure 2. Influence of the content of guanidine groups in samples (in the form of hydrochlorides) on antimicrobial activity. 

1 – S. aureus; 2 – P. aeruginosa; 3 – C. albicans (*p < 0.05, **p < 0.01; n = 3–4)
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(90 моль%) зона задержки роста в отношении S. aureus 
составляет 28±1,6  мм, P. aeruginosa 26 ± 1,2 мм и 
C. albicans 23 ± 1,6 мм соответственно. 

Нужно также добавить, что низкомолекулярный 
гуанидин практически не обладал антимикробной ак-
тивностью. При концентрации мономера 200 мкг/мл 
зона подавления роста S. aureus составила 10 ± 0,6 мм, 
P.aeruginosa 8 ± 1,2 мм и C. albicans 8 ± 0,5 мм. При этом, 
его химическая фиксация в элементарные звенья по-
лисахарида даже в наименьшем количестве, обеспе-
чивало полимерным соединениям соответствующую 
активность. Эти сравнительные данные подтверждают 
необходимость присутствия множества физиологи-
чески активных гуанидиновых группировок в цепи  
полисахарида для проявления наиболее высокого 
уровня антимикробной активности. 

Важное значение в определении антимикробной  
активности и токсичности катионных соединений 
играют низкомолекулярные противоионы, функция 
которых заключается в компенсировании положи-
тельных зарядов, расположенных в макромолекуляр-
ной цепи [22, 23]. Синтезированные гуанидинсодер-
жащие производные пектина являются положительно 
заряженными полимерными соединениями. Эти све-
дения позволяют сделать заключение, что при одина-
ковых физико-химических характеристиках катион- 
ных полимеров, но различных противоионах величи- 
на антимикробного воздействия может сильно варьи-
ровать. В связи с этим представлялось важным иссле-
довать влияние противоионов на уровень активности 
гуанидинсодержащих производных пектина. 

Результаты исследования (рисунок 3) показа-
ли, что природа противоиона существенно влияет на  
антимикробные свойства гуанидинсодержащих про-

изводных пектина. Полимерные соли исследуемых 
образцов, полученные нейтрализацией гуанидиновых 
групп сильными неорганическими кислотами, обла-
дали практически одинаковым уровнем антимикроб-
ной активности. Однако протонирование гуанидино-
вых фрагментов карбоксилат-анионами органических 
кислот, приводило к снижению противомикробной 
эффективности. С большой вероятностью, такая за-
кономерность обусловлена донорно-акцепторными 
свойствами противоионов, в последствии оказыва-
ющих влияние на перераспределение электронной 
плотности в гуанидиновых группировках, располо-
женных вдоль основной макроцепи пектина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сравнительный анализ гуанидинсодержащих про-

изводных пектина с различными характеристиками 
показал, что выраженность антимикробного действия 
синтезированных соединений в отношении бакте-
рий и грибов рода Candida зависит от количествен-
ного содержания катионных группировок и природы  
противоиона. Так, было выявлено, что наибольшей  
активностью обладает образец со степенью замеще-
ния 90  моль% и значением рКα 9,2 ± 0,1. Нейтрали-
зация гуанидиновых групп карбоксилсодержащими 
кислотами приводит к снижению антимикробной ак-
тивности полимерных солей. Эти данные позволяют  
прогнозировать создание наиболее подходящей 
структуры, обладающей требуемой антимикробной 
активностью. При этом, несомненно возникают вопро-
сы, охватывающие зависимость антимикробной ак-
тивности от молекулярных характеристик образцов. 

Рисунок 3. Влияние противоионов на антимикробные свойства гуанидинсодержащих производных пектина (СЗ = 90 моль%). 

1 – S. aureus; 2 – P. aeruginosa; 3 – C. albicans (*p < 0.05, **p < 0.01; n = 3–4)

Figure. 3. The effect of counterions on the antimicrobial properties of guanidine-containing pectin derivatives (DS = 90 mol%). 

1 – S. aureus; 2 – P. aeruginosa; 3 – C. albicans (*p < 0.05, **p < 0.01; n = 3–4)
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Эти вопросы, еще не изучены, но от их решения не-
сомненно будет зависеть создание нового класса вы-
сокоэффективных и низкотоксичных антимикробных 
полимеров. 
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