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ABSTRACT 
In this work the method of obtaining the guanidine-containing polyethylene oxide hydrogel were 

developed. Antimicrobial properties and biodegradation due to identified by us bacteria previously isolated from 
damaged protective coatings of gas pipelines were determined. To accomplish this aim, a guanidine-containing 
oligomer with a finite guanidine moiety was synthesized by reaction between a bifunctional aromatic 
oligoepoxide and guanidine at a molar components ratio 1: 2. Synthesis of polyethylene oxide hydrogel was 
carried out by reacting of oligooxyethylene glycol MW 6000 with toluylene diisocyanate and guanidine-
containing oligomer at room temperature, the latter acts as a crosslinker, ion-containing and antimicrobial agent. 
The synthesized hydrogel had shown antimicrobial activity against gram-positive and gram-negative bacteria. 
Biodegradation of hydrogels under the action of different bacterial strains and enzymes they synthesize had been 
studied. The presence in the environment of the studied materials lead to the reduction of catalase and lipase 
activity of bacteria in 1.4 - 2.5 times compare to control ones. 
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ВСТУП 
Поліетиленоксидні гідрогелі знайшли широке застосування в різних галузях науки і 

техніки завдяки нетоксичності, високому ступеню набрякання, а також здатності до 
біорозкладання [1-5]. Один із способів отримання таких гідрогелів заснований на реакції 
уретаноутворення в присутності зшиваючого агента. Особливе значення приділяється 
конструюванню рН-чутливих гідрогелів, яке здійснюється введенням регульованої кількості 
іонних груп співполімеризацією акрилових похідних олігооксиетиленгліколей з акриловими 
мономерами, що містять такі групи, або введенням іонвмісних добавок в процесі реакції 
уретаноутворення [6-8]. Особливий інтерес представляє одержання гідрогелів з використанням 
похідних високоосновної сполуки гуанідин, який має антимікробну активність. 

Серед гуанідинійвмісних полімерів, які привернули увагу своїм практичним 
використанням стосовно біоцидних властивостей, найбільшого поширення набув 
полігексаметиленгуанідиній хлорид, який отримують поліконденсацією гексаметилендіаміну і 
гуанідиній хлориду [9-11]. Висока реакційна здатність гуанідинового фрагменту стимулювала 
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дослідження в напрямку хімічної модифікації полігексаметиленгуанідиній хлориду з метою 
надання йому додаткових функціональних можливостей: його похідні з метиленовими, 
акрилатними групами використовуються для отримання рН чутливих гідрогелів [11]. 

Метою даної роботи було отримання гуанідинвмісного поліетиленоксидного гідрогелю, 
визначення його антимікробних властивостей і біорозкладання під дією бактерій, виділених та 
ідентифікованих з пошкоджених захисних покриттів газопроводів. 

 
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

Діановий епоксидний олігомер 3,5% із вмістом 0,6%, гідроксильних груп зневоднювали 
нагріванням у вакуумі протягом 2-6 h при 80-90 оС та остаточному тиску 2 mm Hg. Солянокислий 
гуанідин (ГД) (фірма «Aldrich», ступінь чистоти 99,9%), етанол-ректифікат медичний (96%), 
олігооксиетиленгліколь (ОЕГ) ММ 6000 (фірма «Aldrich», ступінь чистоти 99,9%) та 
толуїлендіізоціанат (ТДІ) − суміш ізомерів 2,4 та 2,6 (фірма «Aldrich», ступінь чистоти 99,9%) 
використовували без додаткової очистки. Диметилформамід (ДМФА) очищали перегонкою.  

Гуанідинвмісний олігомер (ГО) отримували за температури 50 0С протягом 2 h по 
реакції 0,1 mol епоксидного олігомеру в 70% розчині етанолу при перемішуванні з спиртовим 
розчином 0,2 М гуанідину, отриманого безпосередньо перед реакцією. Вихід кінцевого 
продукту становив 95%.  

Отримання поліетиленоксидного гідрогелю проводили шляхом розплавлення 
олігооксиетиленгліколю ММ 6000 та змішуванні його з гуанідинвмісним олігомером за 
температури 85 0С до гомогенізації суміші за мольного співвідношення вихідних компонентів 
ОЕГ:ГО:1,5:(1-1,5), потім змішуванням одержаної суміші з ТДІ за мольного співвідношення 
вихідних компонентів 1,5:(1-1,5):2, формування гідрогелю проводили за 25 0С протягом 1 h на 
підложці, отверднення − за температури 80 0С протягом 4 h. Отримано два типи гідрогелю, які 
відрізняються мольним вмістом гуанідинвмісного олігомеру:гідрогель 1- співвідношення 
вихідних компонентів ОЕГ:ГО:ТДІ (1,5:1:2) та гідрогель 2-ОЕГ:ГО:ТДІ (1,5:1,5:2). Ступінь 
зшивки отриманого гідрогелю визначали за вмістом гель-фракції в апараті Сокслета в ацетоні, 
яка складала 93-95%.  

Об’єктом дослідження був процес мікробної деструкції гуанідинвмісного 
поліетиленоксидного гідрогелю. Тест-культурами слугували штами вуглеводень-
окиснювальних бактерій Pseudomonas pseudoalcaligenes 109, Rhodococcus erythropolis 102, 
Bacillus subtilis 138, що були виділені та ідентифіковані нами раніше з пошкоджених захисних 
покриттів газопроводів [14,17]. Штами бактерій зберігаються у колекції відділу загальної та 
ґрунтової мікробіології Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України. 

Бактерицидну активність до бактерій визначали диско-дифузійним методом. 
Використовували гідрогель в конденсованому стані, його наносили на стандартні паперові 
диски діаметром 6 mm на поверхню агару, інокульованого відповідною тест-культурою 
бактерій. Інкубацію проводили протягом 18 h за температури 37 °С. Антимікробну активність 
виражали в mm за діаметрами зон затримки росту мікроорганізмів. Для вивчення стійкості 
гуанідинвмісного поліетиленоксидного гідрогелю до мікробної деструкції бактерії вирощували 
в рідкому середовищі Таусона з додаванням 20 ml на 100 ml середовища м´ясо-пептонного 
бульйону (МПБ) як джерела азоту та вуглецю, за температури 28±2 С. Зразки досліджуваних 
матеріалів розміром 20х20х2 mm зважували на електронних вагах (ANG-200, AXIS), 
стерилізували 72%-им етиловим спиртом (тривалість 30 min) та УФ-променями довжиною 
хвилі 256 nm (15 min) і занурювали у стерильне середовище Таусона, інокульоване одним з 
вищевказаних штамів бактерій у кількості 106 cells/ml. Контрольними були варіанти з 
поживним середовищем Таусона з додаванням матеріалів без внесення бактерій. Тривалість 
експерименту складала 60 days. Деструкцію зразків визначали гравіметрично за втратою їхньої 
маси. Для цього через зазначений час експозиції досліджувані зразки виймали з культуральної 
рідини, висушували на повітрі, потім зважували і визначали втрату маси контрольних та 
дослідних зразків.  

Кількість бактерій у культуральній рідині визначали методом десятикратних граничних 
розведень [19]. 

Для визначення впливу матеріалів на ферментативну активність бактерій культуральні рідини 
бактерій центрифугували 20 min при 2,0 g на центрифузі Eppendorf з ротором 5810R (Німеччина). 
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Ферментативну активність визначали у супернатанті спектрофотометрично на приладі КФК-3 (Росія) 
ліполітичну активність за реакцією з n-нітрофеніл пальмітатом [13], каталазну активність – з 
використанням 0,03%-ого пероксиду водню, який утворював з 4%-м розчином молібден ортофосфату 
стійкий забарвлений комплекс [18]. Білок у культуральній рідині визначали загальноприйнятим 
методом Лоурі. Питому активність досліджених ферментів розраховували за формулами, вказаними в 
роботах [13, 18] і виражали в U∙mg-1 білку.  

ІЧ-спектри досліджуваних матеріалів з Фур’є перетворенням отримували на 
спектрофотометрі “TENSOR 37” в спектральній області 6000-400 сm-1 в таблетках KBr. Обробку 
результатів проводили з використанням пакета программ MS Exel 2010 і OriginPro 2016  
(ver. b 9.3.226. www.originlab.com). 1Н ЯМР спектри знімали на приладі “Varian VXR-400 МНz” в 
CDCI3. 

Молекулярну масу досліджували методом рідинної хроматографії на приладі «DuPont» LC 
8800 Sizeexclusion з бімодальными колонками Zorbax PSM. Вимірювання  проводили при температурі 
35 оС, швидкість потоку елюєнту (хлороформ) складала 0,3 ml/min. 

Ступінь набрякання одержаних поліетиленоксидних гідрогелів у воді для ін’єкцій за рН 4,0, 
7,0 та 9,8 за кімнатної температури до постійних значень досліджували ваговим методом на торсійних 
вагах. Ступінь набрякання зразків вираховували за формулою: α = (m – m0)/m0, де m0 –  маса зразка до 
набрякання, m – маса набряклого зразка. 

 
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Для отримання поліетиленоксидного гідрогелю було синтезовано гуанідинвмісний 
олігомер лінійної будови.  
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Будову отриманого олігомеру підтверджено методами ІЧ- та 1Н ЯМР спектрометрії. 
ІЧ (KBr): (3200-3550) сm-1 сm-1 (NH, OH), 3156 сm-1 (δNH), 2949 (CH), 2896 сm-1 

(sCH2), 2868 сm-1 (CH2), 1648 сm-1(C=N), (1450-1650) сm-1 (C6H5),(1100-1300)) сm-1(C-O-C).  
В 1Н ЯМР(CDCI3) спектрі гуанідинвмісного олігомера присутні сигнали протонів при 

1.72 ppm (т, 3H, -СН3(a)), 2.73 ppm -NH (NH-СН2(c)), 2.58 ppm -СН2 (СН2СНОH(b)), 3.58 ppm -
OH (CH-OH(d)), 3.96 ppm -CH (CH-OH(e)), 6.8 ppm і 7.2 ppm -CH (f) бензольного кільця, 8.4 
ppm і 8.6 ppm -NH (NH2 групи(f)). 

Методом гель проникної хроматографії  (ГПХ) визначено молекулярну масу олігомери, 
що становить 485 g/mol, яка близька до теоретично розрахованої. Значення коефіцієнту 
полідисперсності синтезованого олігомеру дорівнює 1,06 та свідчить про досить вузький 
молекулярно-масовий розподіл.  

Схему синтезу поліетиленоксидного гідрогелю можна представити наступним чином: 

 
Будова отриманого гідрогелю підтверджується даними ІЧ-спектроскопії.  
ІЧ (KBr (NH, OH), 3156 сm-1 (δNH), 2949 (CH), 2896 сm-1 (sCH2), 2868 сm-1 (CH2), 

1648 сm-1(C=N), (1450-1650) сm-1 (C6H5), (1100-1300)) сm-1(C-O-C). 
Відмінність ІЧ-спектрів гідрогелів 1 та 2 полягає в різному співвідношенні інтенсивності 

смуг поглинання валентних коливань С–Н зв’язків до валентних коливань ОН та NH груп. В ІЧ-
спектрів гідрогелю 2 спостерігається різке зростання смуги поглинання NH груп, оскільки 
молярний вміст ГО в гідрогелі 2 більше, ніж в гідрогелі 1. 

Ступінь набрякання поліетиленоксидного гідрогелю становить 8.05-11,1, він є високо 
набухаючим та залежить від рН середовища, найбільша ступінь набрякання спостерігається в 
кислому середовищі. 

Синтезований гідрогель проявляв антимікробну активність відносно тест-культур бактерій, 
діаметр зони пригнічення росту P. pseudoalcaligenes 109 складав 15 mm, R. Erythropolis 102 – 20 mm, 
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B. subtilis 138 – 24 mm. На рідкому середовищі Таусона (з додаванням МПБ), інокульованому 
штамами бактерій і без гідрогелів (контроль), спостерігали збільшення чисельності 
вуглеводеньокиснювальних бактерій до 109 cells /ml за 60 days експерименту. У дослідних варіантах 
за присутності зразків гідрогелів спостерігали зменшення на 2-3 порядки кількості бактерій, відносно 
початкового титру. 

Культури бактерій за присутності досліджуваних гідрогелів мали різну ферментативну 
активність в залежності від виду матеріалу (рис. 1, 2).  

 

 
 

Рис. 1. Каталазна активність 
вуглеводеньокиснювальних бактерій за 
присутності гуанідинвмісних гідрогелів. 

Примітка: а) без внесення матеріалу.  
1 – P. Pseudoalcaligenes 109,  

2 – R. Erythropolis 102, 3 – B.subtilis 138;  
б) гідрогель 1, в) гідрогель 2. 

Fig. 1. Specific catalase activity of hydrocarbon-
oxidizing bacteria in the presence of guanidine 

containing hydrogels. Notes: a) control (without 
hydrogels); 1–P. Pseudoalcaligenes 109, 
 2 –R. erythropolis 102, 3–B.subtilis 138;  

b) hydrogel 1, c) hydrogel 2. 

Рис. 2. Ліполітична активність 
вуглеводеньокиснювальних бактерій за 
присутності гуанідинвмісних гідрогелів. 

Примітка: а) контроль (без внесення матеріалу). 
1–P. Pseudoalcaligenes 109, 

2 –R. erythropolis 102, 3 –B.subtilis 138. 
б) гідрогель 1, в) гідрогель 2. 

Fig.2. Specific lipase activity of hydrocarbon-
oxidizing bacteria in the presence of guanidine 

containing hydrogels. Notes: 
a) control (withouthydrogels); 

1– P. pseudoalcaligenes 109, 2 –R. erythropolis 
102, 3 –B.subtilis 138; b) hydrogel 1, c) hydrogel 2. 
 

Каталазна активність у контролі (інокульоване бактеріями поживне середовище без внесення 
гідрогелів) була вищою, аніж за їх присутності. Найбільшу питому каталазну активність виявлено у 
B. subtilis 138 і R. erythropolis 102-5,3±0,5 та 5,2±0,4 U/mg-1 білку, відповідно, але за присутності 
досліджуваних гідрогелів активність зменшувалась в 1,1–1,9 рази. У P. pseudoalcaligenes 109 за 
присутності гідрогелів 1 і 2 вона значно знижувалась у 2,4-5,0 рази, відповідно. (рис. 1). У середовищі 
Таусона без внесення матеріалів високу ліполітичну, як і каталазнуактивність виявленоу B. subtilis 138 
(19,25±2,1 U/mg-1 білку) і R. erythropolis 102 (18,6±1,9U/мg-1 білку), порівняно з іншими культурами 
бактерій (рис. 2). За присутності досліджуваних матеріалів вона зменшувалась у 1,4-1,8 рази. Питома 
ліпазна активність P. Pseudoalcaligenes 109 при внесенні у середовище гуанідинвмісних гідрогелів 
знижувалась у 1,3-1,9 відносно контролю. За присутності гідрогелю 1 ліпазна активність тест-культур 
бактерій була меншою (7,8±1,4 –12,7 ±2,3 U/mg-1 білку), у порівнянні з гідрогелем 2. 

З даних літератури відомо, що одним з показників інтенсивності процесів окиснення органічної 
речовини є зміни активності каталази [12, 15]. Для активних бактерій-деструкторів характерно 
збільшення їх чисельності і зниження каталазної активності за контакту з нафтопродуктами [15]. 
Згідно з даними деяких авторів, вуглеводеньокиснювальні бактерії активізують ліполітичну 
активність ґрунтів, при цьому паралельно з активацією ліполізу спостерігається збільшення 
чисельності вуглеводеньокиснювальних бактерій і зменшення кількості нафтородуктів [16]. 

Важливим аспектом проблеми біопошкоджень різних матеріалів є утилізація відходів 
останніх після закінчення термінів їх використання. Показником деградації матеріалів є втрата 
маси зразків внаслідок дії бактерій. Через 60 days експерименту найбільша втрата маси зразків 
гідрогелю 1 спостерігалась під впливом B. subtilis 138–0,35±0,1 g (85,4%) (рис. 3).У варіанті 
досліду з гідрогелем 2 втрата маси зразків за впливу бактерій складала 0,12±0,01 – 0,2±0,05 g 
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(59,5-88,4%, від початкової маси). У контролі (середовище Таусона + МПБ + матеріал) втрата 
маси гідрогелю 1 становила 0,06±0,01g (17%). 

 

 

Рис. 3. Зміна маси зразків гуанідинвмісного 
поліетилен оксидного гідрогелю за присутності 

вуглеводеньокиснювальних бактерій (%). Примітка: 
К- контроль без бактерій;  

1–P. Pseudoalcaligenes 109,  
2–R. Erythropolis 102, 3 –B. subtilis 138.  

а) гідрогель 1, б) гідрогель 2. 
Fig.3.The weight changes of guanidine containing 

polyethyleneoxide hydrogel samples in the presence of 
the hydrocarbonoxidizing 

bacteria (%). Notes: K-control (without bacteria); 
1–P. Pseudoalcaligenes 109, 

2 –R. erythropolis 102, 3–B.subtilis 138;  
a) hydrogel 1, b) hydrogel 2. 

 
Деградація матеріалів гуанідинвмісних гідрогелів під впливом гетеротрофних бактерій 

підтверджується даними ІЧ-спектроскопії. Як і у контрольних гідрогелів, так і в ІЧ-спектрах 
гідрогелів за впливу тест-культур бактерій були наявні смуги поглинання (NH, OH), 3156 сm-1 
(δNH), 2949 (CH), 2896 сm-1 (sCH2), 2868 сm-1 (CH2), 1648 сm-1(C=N), (1450-1650) сm-1  
(C6H5), (1100-1300)) сm-1(C-O-C) (рис. 4). 

 
 

Рис.4. ІЧ спектри зразків поліетиленоксидних гідрогелів за впливу вуглеводеньокислювальних бактерій. 
Примітка: а) гідрогель 1, б) гідрогель 2; 1 − контроль, 2 – B.subtilis 138, 3 –R.erythropolis 102. 

Fig.4. IR-spectrum of guanidinecontaining polyethyleneoxide hydrogels 
after the influence of hydrocarbon-oxidizing bacteria. 

Notes: a) hydrogel 1, b) hydrogel 2; 1 – control, 2 – B.subtilis 138, 3 – R.erythropolis 102. 
 

Відмінність полягала в тому, що для гідрогелів 1 та 2 за впливу R. erythropolis 102 та 
Bacillussubtilis 138 через 60 days зменшувалась смуга поглинання 3500 сm-1, яка відповідає за 
валентні коливання ОН та NH груп (рис. 4). Оскільки зшивання поліетилен оксидних гідрогелів 
відбувається за рахунок утворення амідних зв’язків, які стійкі до гідролізу та біорозкладання, 
можна допустити, що наявність значної кількості вторинних аміногруп в зшиваючому агенті є 
каталізатором біорозкладання гідрогелів, особливо за впливу штаму R. erythropolis 102. 

 
ВИСНОВКИ 

1. Розроблено метод отримання гуанідинвмісних поліетилен оксидних гідрогелів, в якому 
лінійний гуанідинвмісний олігомер виконує одночасно роль зшиваючого, іоновмісного та 
антимікробного агенту. 

 
а 

 
b 
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2. Синтезований гуанідинвмісний поліетилен оксидний гідрогель проявляв антимікробну 
активність щодо вуглеводеньоксилювальних бактерій-деструкторів захисних матеріалів 
P. pseudoalcaligenes 109, R. Erythropolis 102 та B. Subtilis 138. 

3. Внесення в середовище Таусона досліджуваних матеріалів, як додаткових джерел 
вуглецю та енергії, сприяло зниженню каталазної та ліпазної активностей бактерій як 
індикатора деструкції гуанідинвмісних гідрогелів. 

4. Під впливом досліджуваних бактерій відбувається деструкція гідрогелів, що 
проявляється у зменшенні маси досліджуваних зразків.  

5.Методом ІЧ-спектроскопії показано, що на деградацію гуанідинвмісних гідрогелів 
впливає наявність значної кількості вторинних аміногруп в зшиваючому агенті, які можуть 
слугувати каталізатором біорозкладання гідрогелів. 
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