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Аннотация. Разработка эффективных гемостатических средств местного действия является одной из приоритетных 
задач современной регенеративной медицины. Особенно важным остается понимание того, как параметры 
получения влияют на структуру и функциональную активность биополимерного материала. Целью проведенного 
исследования являлось изучение физико-химических характеристик микрочастиц из биодеградируемого 
полимера поли(3-гидроксибутират-со-3-гидроксивалерата) в зависимости от способа получения и депониро-
вания гемостатического препарата этамзилата. Были изучены морфология микрочастиц, размер, электрокине-
тический потенциал, а также высвобождение препарата с оценкой моделей кинетики. Результаты исследования 
показали, что способ получения существенно влияет на размер микрочастиц (85 и 18 мкм), электрокинетический 
потенциал (-27 и -19 мВ) и высвобождение лекарственного средства (около 80 и около 60%) для эмульсионного 
метода и для распылительного высушивания соответственно. Показано, что депонирование лекарственного 
препарата не оказало существенного влияния на средний диаметр микрочастиц (76–85 и 15–18 мкм), а также 
электрокинетический потенциал (около -26,5…-27,5 и -15,0…-22,3 мВ) для эмульсионного метода и для распы-
лительного высушивания соответственно. Кинетика высвобождения препарата для микрочастиц, полученных 
эмульсионным методом и методом распылительного высушивания, соответствовала модели первого порядка 
со значением коэффициентов детерминации 0,7525 и 0,8389 соответственно. По результатам исследований 
этамзилат может быть включен в состав микрочастиц поли(3-гидроксибутират-со-3-гидроксивалерата) как 
эмульсионным методом, так и методом распылительного высушивания с удовлетворительными показателями 
эффективности депонирования, высвобождения препарата и стабильности в модельной среде.

Ключевые слова: поли(3-гидроксибутират-со-3-гидроксивалерат), микрочастицы, этамзилат, системы с пролон-
гированным высвобождением препарата
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Abstract. The development of effective topical hemostatic agents is a key priority of contemporary regenerative 
medicine. In this context, considerable attention is directed toward elucidating the relationship between prepa-
ration parameters and the resulting structure and functional activity of biopolymer materials. In this work, our aim 
was to study the physicochemical characteristics of microparticles of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 
biodegradable polymer depending on the method of preparation and deposition of the etamsylate hemostatic agent. 
Microparticle morphology, size, zeta potential, and agent release were studied with the evaluation of kinetic models. 
We found that the preparation method has a significant effect of the size of microparticles (85 and 18 μm), zeta 
potential (-27 and -19 mV), and agent release (~80 and ~60%) for the emulsion and spray drying methods, respectively. 
The deposition of the agent was shown to have no significant effect on the average microparticle diameter (76–85 
and 15–18 μm), as well as zeta potential (from about -26.5 to -27.5 and from -15.0 to -22.3 mV) for the emulsion and 
spray drying methods, respectively. The release kinetics of the agent for microparticles prepared by the emulsion and 
spray drying methods corresponded to the first-order model with a determination coefficient of 0.7525 and 0.8389, 
respectively. The results indicate that etamsylate can be successfully incorporated into poly(3-hydroxybutyrate- 
co-3-hydroxyvalerate) microparticles using either the emulsion method or spray drying with satisfactory deposition 
efficiency, agent release characteristics, and stability in the model medium.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние несколько десятилетий значительное 

внимание уделяется разработке нано- и микроносителей 
с использованием биосовместимых и биоразлагаемых 
материалов для медицинского и биотехнологического 
применения. Как правило, размер носителя, форма, 
пористость, способность к разложению и электрокине-
тический потенциал (ζ-потенциал) могут влиять на ско-
рость и эффективность высвобождения лекарственного 
средства [1–4]. В этом контексте полимерный материал 
и процесс микрокапсулирования являются решающими 
факторами, определяющими эффективность и стабиль-
ность таких систем. Бактериальные полигидроксиал-
каноаты стали одними из основных биоразлагаемых 

полимеров для разработки систем контролируемой 
и пролонгированной доставки лекарств  [5]. Поли-
гидроксиалканоаты особенно привлекательны для 
использования в доставке лекарств благодаря таким 
свойствам, как нетоксичность, термопластичность и 
биоразлагаемость. Особое внимание следует уделить 
биосовместимости этих полимеров с точки зрения их 
потенциала в препаратах с контролируемым высвобо-
ждением [6–9]. Наиболее популярным методом полу-
чения микро- и наночастиц является эмульсионный 
метод. С помощью этого метода получены микро- и 
наночастицы полигидроксиалканоатов, нагруженные 
различными лекарственными средствами (антибиотики, 
анестетики, стероиды, гормоны, противораковые и про-
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тивовоспалительные средства) [10–14]. Другим простым, 
экономичным и легко масштабируемым процессом 
получения микросфер или микрокапсул для депони-
рования различных биологически активных веществ 
в фармацевтической, химической, косметической и 
пищевой промышленности является метод распыли-
тельного высушивания [15–19]. Одно из основных преи-
муществ метода – это возможность получать частицы с 
высокой эффективностью инкапсуляции лекарственных 
средств в отличие от эмульсионного метода, при котором 
лекарственное средство разделяется между фазами в 
эмульсии, в результате это может привести к снижению 
вышеуказанного показателя [20, 21]. Несмотря на пер-
спективность данного метода, в литературе присутствует 
не так много исследований получения микрочастиц из 
полигидроксиалканоатов, нагруженных лекарственными 
средствами. С помощью метода распылительного высу-
шивания были получены микрочастицы, содержащие 
различные противоопухолевые, противовоспалительные 
и антибактериальные препараты [22–24]. Были получены 
микрочастицы из полигидроксиалканоатов, содержащие 
парацетамол и паклитаксел [25, 26], а также цефтри-
аксон и 5-фторурацил [27].

Этамзилат – кровоостанавливающее средство, 
которое обладает также ангиопротекторным и проа-
грегантным действием. Применяется для лечения и 
профилактики пред-, пер- и послеоперационных капил-
лярных кровотечений. Рекомендуемый режим дозиро-
вания составляет 3–4 раза в сутки, что необходимо для 
поддержания концентрации этамзилата в плазме выше 
его минимальной эффективной концентрации [28]. В 
связи с этим представляется перспективной разра-
ботка пролонгированной формы этамзилата для сни-
жения частоты введения и интенсивности побочных 
эффектов. Целью проведенной работы было получение 
микрочастиц из полигидроксиалканоатов, содержащих 
гемостатический препарат этамзилат, эмульсионным 
методом и методом распылительного высушивания, 
а также исследование их физико-химических свойств.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для получения микрочастиц использовали высо-

коочищенный образец поли(3-гидроксибутират-со-3-ги-
дроксивалерата) (П(3ГВ)) (содержание звеньев 3-гидрок-
сивалерата (3ГВ) = 11%; средневесовая молекулярная 
масса Mw = 479 кДа; степень кристалличности Сх = 72%; 
температура плавления Tпл = 180 °С), синтезированный 
методом микробной ферментации в лаборатории новых 
биоматериалов Сибирского федерального университета 
(г. Красноярск, Россия). В качестве препарата для депо-
нирования использовали гемостатик и ангиопротектор – 
этамзилат (LEK d.d., Словения).

Полимерные микрочастицы получали двумя спо-
собами: эмульсионным методом и методом распыли-
тельного высушивания. Эмульсионный метод основан 
на выпаривании растворителя из двойной эмульсии. Для 
этого к 1%-му раствору П(3ГВ) в дихлорметане («Экос-1», 
Россия) добавляли этамзилат в соотношении 20% от 
массы полимера. Полученную эмульсию постепенно 
вливали в 100 мл 0,5%-го водного раствора поливини-
лового спирта (Мw = 67–72 кДа, степень деацетилиро-
вания – 97–99%, Sigma-Aldrich, США) при перемеши-
вании магнитной мешалкой со скоростью 750 об/мин. 

Полученную двойную эмульсию оставляли на 24 ч при 
постоянном механическом перемешивании до полного 
испарения растворителя. Микрочастицы собирали цен-
трифугированием (9000 об/мин, 5 мин), промывали 
дистиллированной водой и высушивали в термостате 
при 37 °С. Метод распылительного высушивания с 
использованием Mini Spray Dryer B290 (BUCHI Laboratory 
Equipment, Швейцария) осуществляли по ранее описанной 
методике [29]. Для загрузки микрочастиц этамзилатом 
использовали 1,5%-й раствор П(3ГВ) в дихлорметане. 
В полученный раствор добавляли препарат в тех же 
соотношениях, что и для эмульсионного метода, и гомо-
генизировали с помощью ультразвука мощностью 5 Вт 
в течение 1 мин. Полученную гомогенную суспензию 
поддерживали при непрерывном перемешивании на 
магнитной мешалке (700 об/мин) и распыляли через 
распылительную насадку при описанных выше пара-
метрах установки [29].

Морфологию микрочастиц изучали с применением 
сканирующей электронной микроскопии на микро-
скопе ТМ-4000 (Hitachi, Япония). Напыление платины 
на образцы проводили на установке K575XD Turbo 
(Emitech, Англия). Анализатор частиц Zetasizer Nano 
ZS (Malvern, Великобритания) использовали для опреде-
ления ζ-потенциала с помощью электрофоретического 
светорассеяния, а также для определения размерного 
распределения микрочастиц. Измерения проводились 
автоматически по стандартной методике, рекомендо-
ванной производителем, в трехкратной повторности. 
Для оценки высвобождения лекарственного средства в 
водной среде образцы стерильных сухих частиц помещали 
в фосфатно-солевой буфер («Росмедбио», Россия,  
pH 7,3–7,4) в небольшие пробирки (n = 3). Пробирки 
выдерживали в термостате при 37 °С в течение 24 дней. 
Высвобождение препарата из микрочастиц in vitro 
определяли спектрофотометрически по его исходной 
и остаточной концентрации в эмульсии при 301 нм 
на спектрофотометре Genesys 10S UV-Vis (Thermo 
Scientific, США).

Определяли высвобождение лекарственного средства 
DR в фосфатном буфере по следующей формуле:

= × 100%,   

где r – выход лекарственного препарата, мг/мл;  
e – количество лекарственного препарата, включаемое 
в полимерную матрицу, мг/мл.

Дополнительно рассчитывали кинетики выхода пре-
парата из микрочастиц, полученных двумя методами, а 
также коэффициент корреляции R. Кинетическая модель 
с самым высоким значением R была признана более 
подходящей.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Микрочастицы из биоразлагаемого П(3ГВ) с депо-

нированным гемостатическим препаратом этамзи-
латом были получены двумя способами: эмульсионным 
методом и методом распылительного высушивания. 
Полученные с помощью сканирующего электронного 
микроскопа фотографии полимерных микроносителей 
представлены на рис. 1. Все микрочастицы, полученные 
эмульсионным методом, имели сферическую форму. 
Небольшие дефекты наблюдались на поверхности частиц 
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и свидетельствовали о возможных явлениях адгезии 
и агрегации микрочастиц в процессе формирования. 
Микрочастицы, полученные методом распылительного 
высушивания, также имели правильную сферическую 
форму, но были неоднородны по размеру, их средний 
диаметр варьировался от 5 до 30 мкм. 

Также необходимо отметить, что при методе распы-
лительного высушивания депонирование этамзилата 
повлияло на способность держать форму. Возможно, 
микрочастицы из П(3ГВ) представляют собой полые 
сферы, которые могут схлопываться при отсутствии 
наполнителя внутри, как видно на рис. 1, с. 

Образование агрегатов из микрочастиц может быть 
связано с возможным слиянием капель полимера в 
процессе распылительного высушивания.

Результаты исследования физико-химических свойств 
микроносителей представлены в табл. 1. ζ-Потенциал 
микрочастиц характеризует знак и величину поверх-
ностного заряда: отрицательный знак указывает на 
преобладание отрицательно заряженных групп на 
поверхности, обеспечивая электростатическую стаби-
лизацию коллоидной суспензии за счет отталкивания 
частиц. Величина |ζ| определяет коллоидную стабиль-
ность: |ζ| > 30 мВ – высокая стабильность (сильное элек-

Рис. 1. Выполненные с помощью сканирующего электронного микроскопа фотографии микрочастиц  
поли(3-гидроксибутират-со-3-гидроксивалерата), полученных эмульсионным методом (a, b) и методом распылительного 
высушивания (c, d): a, с – микрочастицы без препарата; b, d – микрочастицы с депонированным этамзилатом
Fig. 1. Taken with a scanning electron microscope phots of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) microparticles 
obtained by the emulsion method (a, b) and spray drying (c, d): a, с – microparticles without the drug; b, d – microparticles  
with deposited ethamsylate

Таблица 1. Характеристики микрочастиц поли(3-гидроксибутират-со-3-гидроксивалерата) с депонированным этамзилатом 
в зависимости от способа получения

Table 1. Characteristics of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) microparticles with deposited ethamsylate  
depending on the production method

Образец Средний 
диаметр, μm

Индекс 
полидисперсности 

Электрокинетический 
потенциал, mV

Эффективность  
инкапсулирования, %

Выход,  
%

П(3ГВ)-МЧ (эмульс.) 76±0,613 0,420±0,023 -27,5±0,901 – 93
П(3ГВ)+ этамзилат 
(эмульс.) 85±0,546 0,387±0,012 -26,5±0,602 82,3±0,102 92

П(3ГВ)-МЧ (РВ) 15±0,480 0,467±0,031 -22,3±0,400 – 90
П(3ГВ)+ этамзилат (РВ) 18±0,632 0,670±0,016 -15,6±0,412 74,5±0,203 88

Примечание. Здесь и в табл. 2 РВ – метод распылительного высушивания. МЧ – микрочастицы; П(3ГВ) – поли(3-гидроксибутират-
со-3-гидроксивалерат).
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тростатическое отталкивание), 10–30 мВ – умеренная,  
< 10 мВ – склонность к агрегации. Все полученные микро-
частицы имели отрицательные значения ζ-потенциала. 
Микрочастицы, полученные эмульсионным методом, 
имели более высокие абсолютные значения ζ-потенциала 
(27,5 мВ), что подтверждает относительную физическую 
стабильность образцов без лекарственной нагрузки, и 
средний диаметр (76±0,613 мкм). При депонировании 
препарата отмечалось увеличение среднего диаметра 
микрочастиц до 85±0,546 мкм и некоторое снижение 
абсолютного значения ζ-потенциала до 26,5 мВ.

Микрочастицы без лекарственной нагрузки, полу-
ченные методом распылительного высушивания, имели 
абсолютное значение ζ-потенциала 22,3 мВ. Средний 
диаметр микроносителей также несколько увеличился 
после включения препарата и составил 18±0,632 мкм. 
Следует отметить, что абсолютные значения ζ-потенциала 
микроносителей П(3ГВ), полученных методом распы-
лительного высушивания, ниже, чем у микрочастиц, 
полученных эмульсионным методом, независимо от 
депонирования препарата. Это может быть связано 
с гидрофобностью самого полимера и отсутствием 
поверхностно-активных веществ, а именно поливини-
лового спирта, на поверхности частиц, используемых 
в эмульсионном методе. Похожий эффект был отмечен 
в работе [30]: стабилизатор эмульсии поливинилового 
спирта прочно закрепился на поверхности частиц. Анализ 
литературы показал, что опубликованные данные по 
размерам микрочастиц из полигидроксиалканоатов 
различаются [10, 31]. В работе А.В. Муруевой и др. были 
получены микрочастицы из полигидроксиалканоатов со 
средним диаметром от 0,8 до 65,0 мкм и значениями 
ζ-потенциала от -18 до -50 мВ [27].

Для выявления стабильности полимерных микро-
частиц П(3ГВ) в жидких средах исследовали изменение 
их характеристик при воздействии фосфатно-солевого 
буфера в течение 24 суток (рис. 2).

Динамика изменения ζ-потенциала микроносителей, 
нагруженных лекарственным средством, была различной 
при воздействии фосфатно-солевого буфера (рис. 2, a). 
К концу 24 ч микрочастицы, полученные эмульсионным 
методом, показали незначительное уменьшение абсо-
лютного значения ζ-потенциала (до 20,1 мВ) при высво-
бождении препарата в среду. Однако к седьмым суткам 
абсолютное значение ζ-потенциала увеличилось прак-
тически до исходных значений и к концу эксперимента 
составило 25,95±0,40 мВ.

Абсолютные значения ζ-потенциала микрочастиц, 
полученных методом распылительного высушивания, 
варьировались незначительно и к концу эксперимента 
составили 14,3 мВ. Некоторое увеличение размеров, 
наблюдаемое в течение первых суток, по-видимому, 
связано с относительно низкими абсолютными значе-
ниями ζ-потенциала микрочастиц, полученных методом 
распылительного высушивания, что и могло стать при-
чиной их агрегации.  Дальнейшее наблюдение (до 576 ч) 
не выявило существенных изменений в размерах.

В зависимости от способа получения микрочастиц 
выход препарата в модельную среду различался. В 
первый день наблюдения средний выход лекарственных 
препаратов составил около 45% (эмульсия П(3ГВ)) и 
около 22% (распылительное высушивание П(3ГВ)). В 
дальнейшем концентрация препарата в среде увели-

чивалась в среднем на 8–9% в сутки (рис. 2, b). Макси-
мальный выход этамзилата составил: 83,9% для частиц, 
полученных из эмульсии, 63,8% для частиц, полученных 
методом распылительного высушивания. Следует отметить 
отсутствие «эффекта взрыва» при высвобождении пре-
парата в системах, что является важным показателем 
качества производимой системы доставки.

Математические модели, такие как модель нулевого 
порядка, первого порядка, Хигучи и Корсмейера – 
Пеппаса, были изучены для определения профиля 
выхода препарата из микрочастиц. Для определения 
оптимальной модели были посчитаны значения коэф-
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Рис. 2. Изменение электрокинетического потенциала (a)  
и среднего диаметра (c) микрочастиц  
поли(3-гидроксибутират-со-3-гидроксивалерата),  
нагруженных этамзилатом: 1 – эмульсионный метод,  
2 – метод распылительного высушивания при экспозиции 
в буферном растворе при 37 °С на фоне высвобождения 
препарата в среду (b)
Fig. 2. Change in the electrokinetic potential (a) and average 
diameter (c) of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 
microparticles loaded with ethamsylate: 1 – emulsion method, 
2 – spray drying method, during exposure in a buffer solution 
at 37 °С against the background of the release of the drug 
into the medium (b)
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фициентов детерминации R2 (табл. 2). Исходя из этих 
данных, наиболее подходящей моделью для кинетики 
выхода этамзилата из микрочастиц, полученных двумя 
методами, была выбрана модель первого порядка. 

Модель первого порядка описывает процесс высво-
бождения активного вещества на основе предполо-
жения о том, что скорость оттока зависит только от 
концентрации препарата в системе. Эта модель часто 
используется для анализа высвобождения веществ из 
пористых матриц, таких как полимерные микрочастицы. 
Высвобождение происходит в основном за счет диффузии 
растворенного вещества к поверхности полимера и его 
последующего выхода в окружающую среду. Данный 
процесс может быть ограничен как диффузией, так и 
эрозией полимера.

Самые низкие значения R2 были получены для модели 
Корсмейера – Пеппаса, которая учитывает раствори-
мость лекарств в воде. Для микрочастиц, полученных 
эмульсионным методом, значение R2 составило 0,2243, 
для микрочастиц, полученных методом распылительного 
высушивания – 0,3255. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для получения микрочастиц из П(3ГВ) с депониро-

ванным гемостатическим препаратом этамзилатом были 
использованы эмульсионный метод и метод распыли-
тельного высушивания. В ходе работы были изучены 
морфология поверхности микрочастиц с помощью ска-
нирующей электронной микроскопии, ζ-потенциал, а 
также высвобождение препарата с оценкой моделей 
кинетики высвобождения. Результаты исследования 
показали, что способ изготовления микрочастиц 
существенно влияет на величину высвобождения 
лекарственного средства и практически не влияет на 
величину ζ-потенциала. Также проиллюстрировано, 
что загрузка микрочастиц лекарственным средством 
не оказывает существенного влияния на размер и 
ζ-потенциал. По результатам исследований этамзилат 
может быть включен в состав микрочастиц П(3ГВ) как 
эмульсионным методом, так и методом распылительного 
высушивания с удовлетворительными показателями 
эффективности депонирования, высвобождения пре-
парата и стабильности в модельной среде.
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