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Нековалентные (физические) макропористые криогели поливинилового спирта 

(КГПВС), формируемые методом замораживания-оттаивания без использования 

химических сшивающих реагентов, представляют значительный интерес как 

биомедицинские материалы. Для их безопасного применения в медицине необходимо 

обеспечить надежную стерильность соответствующих процессов и изделий. В настоящем 

исследовании КГПВС были приготовлены замораживанием при –20°С в течение 12 ч 

водных растворов данного полимера концентрацией 100 г/л и затем размораживанием при 

нагревании со скоростью 0.03°С/мин. Далее проведена обработка полученных криогелей 

1–4N растворами сильных минеральных кислот (HCl, H2SO4, H3PO4) с последующей 

оценкой как характера изменения физико-химических свойств и микроструктуры гелевой 

матрицы в результате действия этих кислот, так и возможность их использования для 

стерилизации криогелей ПВС. Показано, что растворы HCl вызывают значительное 

набухание и размягчение гелевой матрицы вплоть до ее полного растворения в 4N HCl. 

Напротив, обработка КГПВС водными растворами H2SO4 или H3PO4 приводит к 

повышению упругости и термостойкости этих криогелей. Испытания стерилизующих 

свойств таких кислых растворов по отношению к заключенным в криогель клеткам 

микроорганизмов (бактерии, дрожжи, мицелиальные грибы) выявили высокую 
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эффективность данного подхода, особенно привлекательную как с точки зрения простоты 

самой обработки, так и в плане экономической целесообразности в случае использования 

водных растворов серной кислоты. 

 

Ключевые слова: криогели поливинилового спирта, сильные минеральные кислоты, 

стерилизация 
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70. IMPACT OF AQUEOS SOLUTIONS OF STRONG MINERAL ACIDS ON 

PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES AND MICROSTRUCTURE OF 
POLY(VINYL ALCOHOL) CRYOGELS 

©2025. V. I. Lozinsky, A. I. Runtso, E. V. Sorokina, O. Yu. Kolosova 
 

Non-covalent (physical) macroporous cryogels of poly(vinyl alcohol) (PVACGs) formed 

by the freeze-thaw technique without the use of chemical cross-linking reagents are of 

considerable interest as biomedical materials. For their safe use in medicine, it is necessary to 

ensure reliable sterility of the respective processes and products. In the present study, PVACGs 

were prepared by freezing at –20°C for 12 h aqueous solutions of this polymer with a 

concentration of 100 g/L and then defrosting while heating at a rate of 0.03°C/min. Subsequent 

treatment of the resultant cryogels with 1–4N solutions of strong mineral acids (HCl, H2SO4, 

H3PO4) made it possible to evaluate both the character of changes in the physicochemical 

properties and microstructure of the gel matrix as a result of the action of these acids and the 

possibility of their use for the sterilization of PVA cryogels. It has been shown that HCl 

solutions cause significant swelling and softening of the gel matrix up to its complete dissolution 

in 4N HCl. On the contrary, the treatment of cryogels with aqueous solutions of H2SO4 or H3PO4 

leads to an increase in the elasticity and heat endurance of these cryogels. Tests of the sterilizing 

abilities of such acidic solutions with respect to the cells of microorganisms (bacteria, yeasts, 

mycelial fungi) entrapped in the cryogel have revealed the high efficiency of this approach, 

which is especially attractive both from the point of view of the simplicity of the treatment itself 

and in terms of economic feasibility in the case of using aqueous solutions of sulfuric acid. 

 

Keywords: poly(vinyl alcohol) cryogels, strong mineral acids, sterilization 
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Специальные термины: 

Криогель – cryogel 

Криотропное гелеобразование – cryotropic gel-formation 

КГПВС – PVACG  

Компрессионный модуль упругости – compression modulus of elasticity  

Мицелиальные грибы – mycelial fungi 

Температура плавления геля – gel’s fusion temperature  
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ВВЕДЕНИЕ 

Физические криогели поливинилового спирта (КГПВС) формируют 

замораживанием концентрированных растворов этого полимера, их последующей 

инкубацией в замороженном состоянии и далее оттаиванием [1–6]. Молекулярные 

механизмы такого криотропного гелеобразования базируются на водородном связывании 

между ОН-группами соседних цепей ПВС [3, 4, 7], что в результате приводит к частичной 

кристаллизации этого полимера [3, 4, 8, 9]. Образующиеся микрокристаллиты в 

дальнейшем выполняют функцию узлов надмолекулярной трехмерной сетки таких 

криогелей [10, 11]. В свою очередь, поликристаллы замороженного растворителя 

действуют как порогены, формируя систему взаимосвязанных макропор внутри объема 

образующегося криогеля [3, 7, 11–13]. Динамика гелеобразования растворов 

поливинилового спирта при замораживании-оттаивании, физико-химические свойства и 

микроструктура КГПВС зависят от совокупности многочисленных факторов [3, 4, 11, 13–

17]. К основным из них относятся следующие: 

а) характеристики самого гелеобразующего полимера (его молекулярная масса и 

молекулярно-массовое распределение, количество остаточных О-ацильных групп, 

тактичность цепей) [3, 4, 15, 18–20];  

б) концентрация ПВС в исходном растворе перед его криогенной обработкой [3, 4, 

15, 16, 21];  

в) тип и состав используемого растворителя [3, 11, 13, 22–27];  

г) режимы всех стадий криотропного гелеобразования [3, 4, 16, 17, 20, 28, 29]. В 

последнем случае к ключевым условиям относятся такие параметры, как скорость 

охлаждения при замораживании исходного раствора ПВС [29–32], температура и 

продолжительность инкубации системы в замороженном состоянии [1, 3, 4, 11, 12, 15, 33, 

34], скорость нагрева при оттаивании замороженных образцов [3, 11, 29, 33], количество 

циклов замораживания-оттаивания [3, 4, 8, 35–37]. 
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Помимо научного интереса, эти макропористые упруговязкие гелевые матрицы 

привлекают значительное внимание в различных прикладных областях, особенно для 

использования в качестве биотехнологических [3, 38–43] и биомедицинских [1, 3, 4, 44–

49] материалов. В частности, известны примеры успешного применения криогелей ПВС в 

качестве раневых покрытий [50–53], носителей для доставки лекарств [54–57], временных 

имплантатов [57], протезов хрящей [46, 55, 58–60] и искусственных клапанов сердца [61], 

в качестве гелевых стандартов и моделей для медицинской ЯМР-томографии [62–64] и 

ультразвуковой диагностики [65–67] и др.  

Во многих подобных случаях, особенно когда речь идёт о материалах 

медицинского назначения, критически важна их стерильность, т.е. отсутствие микробного 

загрязнения у соответствующих «изделий». Для обеспечения этого требования обычно 

применяют один из следующих методов [68–70]:  

– термическую стерилизацию (часто в сочетании с высоким давлением, т.е. 

автоклавирование);  

– газовую стерилизацию (обычно это касается сухих материалов);  

– радиационную стерилизацию;  

– проведение всех операций по изготовлению целевого материала в асептических 

условиях; 

– наполнение соответствующего биоматериала в процессе его приготовления 

антимикробными веществами или обработка уже сформированных образцов 

антимикробными/стерилизующими жидкостями, например, растворами этанола, перекиси 

водорода, антибиотиков и т.д. 

Выбор конкретного метода стерилизации определяется свойствами самого 

биомедицинского материала, а также экономическими факторами. Так, в случае матриц 

на основе КГПВС воздействие высоких температур не подходит, поскольку 
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нековалентная сетка этих криогелей термически разрушается в диапазоне 60–85°C [3, 4, 

10, 15, 19, 29, 36, 49, 71]. Стерилизация криогелей ПВС газами малоэффективна из-за 

плохого проникновения стерилизующего вещества в объем набухшей в воде полимерной 

матрицы. Радиационная стерилизация, обычно применяемая к сухим биоматериалам с 

использованием достаточно высоких доз облучения, в случае гидрогелей вызывает 

радиолиз воды с образованием опасных свободных радикалов. Кроме того, радиационная 

стерилизация требует специального оборудования и производственных площадей, что 

существенно влияет на стоимость такой обработки. Последние экономические факторы 

также тесно связаны с технологией, способной обеспечить асептические условия для 

изготовления требуемых изделий. Поэтому для стерилизации материалов на основе 

КГПВС более подходящими являются подходы, базирующиеся на применении растворов 

таких антимикробных соединений, как антибиотики и антимикотики [55, 72, 73], или 

некоторые стерилизующие агенты (например, фенол [74]). Однако некоторые из этих 

веществ недешевы (особенно современные антибиотики) или весьма токсичны, как фенол. 

Поэтому представляет интерес поиск более дешевых и менее опасных заменителей 

стерилизующих химикатов, например, простых неорганических кислот, а также поиск 

экспериментальных условий их применения. В этой связи, прежде всего, необходимо 

было установить характер влияния водных растворов сильных минеральных кислот на 

физико-химические свойства и микроструктуру КГПВС, что ранее фактически не было 

известно. Далее же требовалось продемонстрировать принципиальную возможность 

использования такой кислотной обработки для проведения стерилизации изделий из 

КГПВС. Именно эти исследования и являлись целями данной работы. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
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В экспериментах без дополнительной очистки использовали поливиниловый спирт 

(ПВС) со степенью деацетилирования 99–100% и молекулярной массой 86 кДа (Acros 

Organics, Бельгия), соляную кислоту (хч, 37% водный раствор) и серную кислоту (хч, 

100%) («Экросхим», РФ), фосфорную кислоту (чда, 85% водный раствор) («Русхим», РФ). 

Для приготовления растворов ПВС и минеральных кислот использовали 

деионизированную воду. Эту же воду дополнительно стерилизовали кипячением для 

дальнейшей промывки криогелей после их кислотной обработки. 

Штаммы микроорганизмов, использованных в данном исследовании, были 

получены из Всероссийской коллекции промышленных микроорганизмов (ВКПМ) и 

коллекции микроорганизмов Московского государственного университета им. 

М. В. Ломоносова. Чувствительность бактерий Escherichia coli K12 TGI, 

дрожжеподобного гриба Candida albicans N-4 (имеет псевдомицелий без перегородок) и 

мицелиального гриба Aspergillus niger CBS 513.88 (имеет разрозненный мицелий), 

включенных в матрицу криогеля ПВС, оценивали методом культивирования на жидких 

селективных питательных средах. Эти среды были следующими: 

Для клеток Escherichia coli – жидкая среда LB (pH 6.8–7.2), содержащая глюкозу 

(20 г/л), казеин-триптон (Difco Laboratories, США) (10 г/л), дрожжевой экстракт (5 г/л) и 

NaCl (2 г/л). 

Для клеток Candida albicans N-4 и Aspergillus niger CBS 513.88 – жидкая посевная 

среда (pH 7.0–7.2), содержащая глюкозу (20 г/л), пептон (Difco Laboratories, США) (1 г/л) 

и хлорид натрия (88 г/л). 

Образцы КГПВС готовили в соответствии с методикой, описанной ранее [15, 29]. 

Для этого 10 или 12 г сухого порошка ПВС диспергировали в 100 мл деионизированной 

воды, после чего суспензию оставляли при комнатной температуре на ночь для набухания 

полимера. Далее ПВС растворяли, нагревая набухшую массу на кипящей водяной бане в 



 

 

9 

течение 40 мин при перемешивании. Образец взвешивали до и после растворения ПВС, 

потерю испаряющейся воды компенсировали, что приводило к получению вязких 

прозрачных растворов с концентрацией полимера 100 или 120 г/л, соответственно. 

Каждый раствор ПВС дозировали в разборные дюралюминиевые формы (внутренний 

диаметр 15 мм, высота 10 мм), которые герметично закрывали, помещали в камеру 

прецизионного программируемого криостата FP32 HP (Julabo, Германия), где образцы 

замораживали при –20°С в течение 12 ч, после чего размораживали нагреванием до 20°С 

со скоростью 0.03°С/мин, задаваемой микропроцессором криостата. 

Для приготовление криогелей ПВС, содержащих клетки микроорганизмов, 24.64 г 

водного раствора ПВС с концентрацией полимера 120 г/л смешивали с 7.5 мл микробной 

суспензии, содержащей около 1.3·1010 клеток/мл, чтобы получить жидкую систему с 

концентрацией ПВС 100 г/л и содержанием микроорганизмов около 0.4·109 клеток/мл. 

Затем по 3 г этой дисперсии слоем толщиной ~3 мм вносили в пластиковые чашки Петри 

(внутренний диаметр 38 мм). Чашки герметизировали и помещали в криостат, где 

проводили криогенную обработку аналогично процедуре, использованной при 

приготовлении криогелей без клеток. 

Для обработки растворами сильных минеральных кислот криогелей ПВС без 

включенных микроорганизмов и с ними каждый цилиндрический КГПВС помещали в 10-

кратный объем водного раствора HCl, H2SO4 или H3PO4 (концентрации приведены в 

тексте), где инкубировали в течение 72 часов при комнатной температуре, периодически 

встряхивая. Содержание кислоты в этих растворах рассчитывали таким образом, чтобы 

равновесная концентрация протонов в соответствующих образцах составляла 1N, 2N, 3N 

или 4N. После такой обработки каждый криогель переносили в 100 мл деионизированной 

стерилизованной воды и инкубировали при комнатной температуре в течение 24 часов, 
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периодически встряхивая. Воду меняли ежедневно в течение 7 дней, контролируя 

значение pH промывочной жидкости. 

Объём цилиндрических образцов КГПВС определяли измерением 

штангенциркулем их диаметра и высоты с последующим расчётом объёма 

соответствующего цилиндра. 

Компрессионный модуль Юнга (E) криогелей измеряли по ранее описанной 

методике [35, 55] с использованием автоматического анализатора текстуры TA-Plus 

(Lloyd Instruments Ltd., Великобритания) по линейному участку кривой «напряжение-

деформация» при скорости одноосной деформации 0.2 мм/мин. Испытания проводили до 

достижения 30% деформации. 

Температуру плавления (Tf) КГПВС определяли методом падающего шарика [75]. 

Для этого в верхней части цилиндрического образца криогеля скальпелем делали 

небольшой надрез, в который помещали шарик из нержавеющей стали диаметром 3.5 мм 

и массой 0.275 ± 0.005 г. Затем криогель с шариком переносили в полиэтиленовую 

пробирку, в которой образец нагревали на водяной бане со скоростью 0.4 ± 0.1°С/мин. За 

температуру плавления принимали температуру, при которой шарик, пройдя через слой 

плавящегося геля, падал на дно пробирки. 

Микроструктуру тонких срезов КГПВС изучали с помощью оптического 

микроскопа Eclipse 55i (Nikon, Япония), оснащенного системой цифровой регистрации 

изображений MMC-50C-M (MMCSoft, Россия). Тонкие (10 мкм) срезы криогелей 

готовили ортогонально оси цилиндрических образцов с помощью криомикротома Minux 

FS800 (RWD, Китай). Затем каждый срез помещали на предметное стекло, 

контрастировали 1% водным раствором Конго красного и заключали в фиксирующую 

среду по известной методике [15, 27, 37]. Размер макропор на изображениях оценивали с 

помощью программы ImageJ. 
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Чувствительность клеток бактерий Escherichia coli, дрожжей Candida albicans и 

мицелиальных грибов Aspergillus niger, иммобилизованных включением в матрицу 

криогеля ПВС, к обработке 1–4N водными растворами HCl, H2SO4 и H3PO4, исследовали 

методом культивирования на селективных жидких питательных средах. При этом образцы 

дисков криогелей до и после кислотной обработки с последующей промывкой чистой 

водой помещали в колбы с соответствующей жидкой питательной средой и инкубировали 

при 30°C в течение 48 ч на шейкере с постоянной аэрацией. В качестве образцов 

сравнения использовали криогели ПВС, не содержавшие клетки и инкубировавшиеся в 

тех же условиях. Наличие или отсутствие клеток в жидкой фазе этих культивационных 

колб контролировали измерением оптической плотности при 540 нм с помощью 

денситометра DEN-1 (BioSan, Южная Корея). 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 

Изменение степени набухания криогелей ПВС в водных растворах сильных 

минеральных кислот 

Как было показано ранее [76], криогели ПВС осмотически устойчивы в водных 

растворах с pH от 3 до 9 при условии отсутствия дополнительных растворенных веществ 

с выраженными хаотропными или космотропными свойствами, т.е. способностью, 

соответственно, препятствовать или способствовать водородному связыванию. В более 

кислой среде (например, в растворах HCl с концентрацией 0.5–1.0N, т.е. при pH от ~0,3 до 

0) наблюдалось дополнительное набухание таких криогелей на 10–20 об. % [76]. 

Очевидной причиной этого эффекта было частичное протонирование боковых ОН-групп в 

цепях ПВС, что приводило к повышению их гидратации. В свою очередь, принимая во 

внимание тот факт, что некоторые микроорганизмы, особенно ацидофилы, способны не 
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терять жизнеспособности в довольно кислых средах [77], нами предполагалось 

использовать более концентрированные растворы сильных минеральных кислот для 

надежной стерилизации материалов на основе КГПВС от контаминации основными 

видами микроорганизмов (бактериями, дрожжами, мицелиальными грибами). Поэтому 

прежде всего необходимо было оценить устойчивость криогелей в таких более кислых 

средах по сравнению с вышеупомянутыми 0.5–1.0N растворами HCl. Поскольку в случае 

более концентрированных растворов использованных нами кислот степень 

протонирования гидроксильных групп ПВС также должна была бы возрастать, 

необходимо было выяснить, как этот эффект повлияет на набухание гелевого материала, 

его физико-химические свойства и микроструктуру. Все эти исследования входили в 

задачи настоящих исследований. 

Так, на Рис. 1 приведены экспериментальные данные об относительном изменении 

объёма образцов цилиндрических криогелей после их 24-часовой инкубации в водных 

растворах HCl (2), H2SO4 (3) и H3PO4 (4) различной концентрации. Значения 

концентрации выражены как формальная нормальность по атомам водорода этих 

растворов (в эквивалентах H на литр) и не учитывает различия в значениях pKa 

ионизуемых групп в молекулах серной и фосфорной кислот. По оси ординат отложено 

процентное отношение объёмов насыщенных кислотой цилиндрических криогелей (Vi) к 

объёму КГПВС до инкубации в растворе той или иной кислоты (V0). 

 

Рис.1. Относительные изменения объема цилиндрических образцов КГПВС, вызванные 

инкубацией (до достижения соответствующего концентрационного равновесия) 

свежеприготовленного криогеля ПВС (1) в водных растворах кислот: (2) – HCl, (3) – 

H2SO4, (4) – H3PO4. 
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Как оказалось, наиболее выраженное влияние на степень набухания КГПВС 

оказывают водные растворы соляной кислоты (2, Рис. 1): в среде 1N HCl образцы гелей 

набухали дополнительно на ~17 об. %, в 2N HCl – на ~23 об. %, в 3N HCl – уже на ~150 

об. %, а в среде 4N HCl криогели ПВС полностью растворялись. В противоположность 

этому осмотический отклик КГПВС на инкубацию в растворах H2SO4 и H3PO4 отличался 

принципиально. А именно, для образцов криогелей, выдержанных в 1–2N растворах этих 

кислот, наблюдалась незначительная усадка на 3–7 об. %, в 3N и 4N растворах фосфорной 

кислоты объём криогелей ПВС практически не изменялся, а в среде 3N или 4N растворов 

серной кислоты объем образцов КГПВС уменьшался уже на 13–17% (об./об.). Другими 

словами, инкубация криогелей ПВС в сильнокислых (pH < 0) водных растворах H2SO4 и 

H3PO4 не приводила, в отличие от HCl, к растворению этих гелей. 

Вполне очевидно, что такие результаты свидетельствуют о проявлении 

противоположно направленного влияния катионов H+ (точнее, катионов H3O+) по 

сравнению с гидратированными анионами SO4
2– и PO4

3– на интегральную устойчивость 

узлов связей в трехмерной надмолекулярной сетке КГПВС. 

С одной стороны, сильнокислая среда вызывает протонирование боковых ОН-

групп ПВС, что приводит к появлению одноименных зарядов на макромолекулах и, как 

следствие, к отталкиванию цепей. Это, при отсутствии противодействия данному 

процессу, приводит к постепенному сильному набуханию и окончательному растворению 

криогеля. Именно такой вариант наблюдался при инкубации образцов КГПВС в 3–4N 

растворах соляной кислоты (2, Рис. 1). При этом, наличие в системе анионов Cl– не 

препятствует в заметной степени подобным явлениям распада физической сетки потому, 

что эти анионы, как правило, относительно слабо влияют как на формирование криогелей 

ПВС, так и на осмотические характеристики уже сформированных образцов КГПВС [76, 

78, 79]. С другой стороны, хорошо известно, что фосфатные и, особенно, сульфатные 
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анионы в водных средах проявляют выраженные космотропные эффекты по отношению к 

водородным связям, а также усиливают процессы высаливания водорастворимых 

высокомолекулярных соединений [80], в том числе и поливинилового спирта [81]. 

Поэтому в растворах, содержащих анионы SO4
2– и PO4

3–, криогели ПВС претерпевают 

заметную усадку [76]. Это свойство указанных анионов вероятно является одним из 

факторов, конкурирующих с растворением КГПВС, обусловленным протонированием их 

ОН-групп в сильнокислой среде. Можно также предположить, что ещё одним 

механизмом, способным, стабилизировать трёхмерную сетку криогелей ПВС в водных 

растворах серной и фосфорной кислот, является формирование солеподобных мостиков 

между протонированными гидроксилами и ди- или три- отрицательно заряженными 

сульфатными и фосфатными анионами, аналогично процессам, происходящим при 

образовании достаточно устойчивых органических структур в так называемых 

«стабилизированных зарядом водородно-связанных органических каркасов» (charge-

assisted hydrogen-bonded organic frameworks, CAHOF) [82]. В любом случае, данные Рис. 1 

свидетельствуют о том, что при погружении в концентрированные водные растворы 

H2SO4 или H3PO4 криогели ПВС не теряют своей целостности, и, следовательно, такие 

жидкие среды потенциально могут быть использованы для стерилизации материалов на 

основе КГПВС без опасения их потери вследствие растворения. 

 

Характер изменения упругости и теплостойкости криогелей ПВС при их 

инкубации в водных растворах сильных минеральных кислот 

Изменения в набухаемости КГПВС под действием растворов сильных 

минеральных кислот (Рис. 1) также отражались на физико-механических свойствах 

соответствующих образцов криогелей. Так, на Рис. 2 приведены диаграммы 

относительного изменения значений модуля Юнга образцов КГПВС в результате их 
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инкубации в растворах с возрастающей концентрацией HCl, H2SO4 и H3PO4. По оси 

ординат отложено процентное отношение значений модуля Юнга насыщенных кислотой 

цилиндрических криогелей (Ei) к значению модуля упругости для КГПВС до кислотной 

обработки (E0). 

 

Рис.2. Относительные изменения значений модуля Юнга цилиндрических образцов 

КГПВС после инкубации (до достижения соответствующего концентрационного 

равновесия) свежеприготовленных криогелей ПВС (1) в водных растворах кислот: (2) – 

HCl, (3) – H2SO4, (4) – H3PO4. 

 

Компрессионный модуль Юнга криогелей, проинкубированных в 1N растворе HCl, 

повысился примерно на 30% (2, Рис. 2), хотя такие образцы дополнительно набухли 

примерно на 20% (2, Рис. 1), т.е. удельная концентрация ПВС на единицу объема в них 

понизилась. Такой эффект упрочнения можно, вероятно, объяснить дополнительным 

вкладом давления набухания в упругие показатели соответствующего геля. Однако, при 

возрастании концентрации HCl в инкубационной среде этот эффект подавлялся 

солюбилизирующим действием данной кислоты, что приводило к постепенному 

снижению значений E (2, Рис. 2 для КГПВС, обработанных 2N и 3N растворами HCl) и, в 

конечном итоге, к полному растворению криогелей в среде 4N HCl. 

В свою очередь, инкубация криогелей ПВС в 1–4N растворах фосфорной кислоты 

не вызывала существенных изменений как объёма образцов (4, Рис. 1), так и их жесткости 

(4, Рис. 2). В то же время, идентичные условия инкубации криогелей в 1–4N водных 

растворах H2SO4 привели к значительно более выраженному влиянию на набухаемость (3, 

Рис. 1) и, особенно, на упругость (3, Рис. 2) соответствующих образцов КГПВС. Величина 

их модуля Юнга возросла в 2–2,5 раза по сравнению с криогелями до кислотной 
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обработки, что ещё раз указывает на высокую «активность» сульфат-анионов в 

отношении стабилизации целостности КГПВС. 

Этот эффект обусловлен не только подавлением обсуждавшегося выше 

разрушающего целостность криогеля влияния депротонирования и ионизации ОН-групп 

ПВС в сильнокислых средах, но и образованием некоторого дополнительного количества 

межцепных водородных связей в КГПВС, обработанных 1–4N растворами H2SO4. 

Последний вывод можно сделать из данных по теплостойкости таких криогелей (3, Рис.3), 

поскольку для различных физических гидрогелей на основе Н-связанных макромолекул 

вообще и криогелей ПВС в частности, чем больше количество межцепочечных 

водородных связей в узлах трехмерной сетки, тем выше температура плавления (Tf) 

соответствующих гелевых матриц [10, 71, 83, 84]. 

Прежде всего, для КГПВС наблюдалось монотонное снижение значений Tf с 

ростом концентрации HCl в инкубационном растворе (2, Рис. 3). Напротив, если 

свежеприготовленные криогели ПВС плавились около 72°C (1, Рис. 3), то образцы 

КГПВС, обработанные 1–3N растворами H2SO4, плавились при 75–78°C (3, Рис. 3), и 

только криогели, проинкубированные в среде 4N серной кислоты, т.е. в очень 

сильнокислой среде, имели температуру плавления, близкую к значению Tf для КГПВС до 

кислотной обработки. В свою очередь, вариации значений температуры плавления 

КГПВС, инкубированных в 1–4N растворах фосфорной кислоты (4, Рис. 3), были 

несколько меньше по сравнению с криогелями, выдержанными в течение того же времени 

в растворах серной кислоты. В целом, можно сделать вывод, что в 1–4N водных растворах 

H3PO4 и, особенно, H2SO4 не происходит ни потери целостности образцов КГПВС, ни 

снижения их упругости и теплостойкости. Эти результаты, очевидно означают, что 

аналогичная обработка, в принципе, может быть реализована в процедурах стерилизации 

изделий на основе КГПВС, представляющих биомедицинский интерес. 
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Рис.3. Относительные изменения значений модуля Юнга цилиндрических образцов 

КГПВС после инкубации (до достижения соответствующего концентрационного 

равновесия) свежеприготовленных криогелей ПВС (1) в водных растворах кислот: (2) – 

HCl, (3) – H2SO4, (4) – H3PO4. 

 

В данном аспекте вполне очевидно, что такие КГПВС не будут использовать в 

биомедицинской практике в виде кислотно-нагруженных гелевых матриц, а только после 

их тщательной промывки от стерилизующего раствора. Поэтому нужно было выяснить – 

вернутся ли объём, жёсткость и теплостойкость криогелей ПВС к исходным значениям до 

кислотной обработке после ее проведения и последующей отмывки от соответствующих 

кислот. 

 

Физико-химические свойства криогелей ПВС после их промывки от растворов 

сильных минеральных кислот 

Процедура промывки криогелей, выдержанных в растворах кислот, включала 

многократную «экстракцию» каждого образца большим избытком чистой воды с 

параллельным контролем уровня pH в промывных водах (см. Экспериментальную часть). 

После завершения промывки были измерены значения Vi/V0, Ei/E0 и Tf для 

нейтрализованных таким образом гидратированных криогелей. Полученные результаты 

приведены на диаграммах Рис. 4–6. Столбцы на них обозначены цифрами со штрихами 

для того, чтобы отличать данные для образцов, обработанных растворами кислот (Рис. 1–

3), от соответствующих характеристик, показанных на Рис. 4–6 для КГПВС, промытых 

чистой водой. 
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Рис.4. Относительные изменения объема цилиндрических образцов КГПВ после 

промывки обработанных кислотой криогелей чистой водой: свежеприготовленные 

образцы (1), криогели, инкубированные в водных растворах HCl (2’), H2SO4 (3’) или 

H3PO4 (4’) перед промывкой. 

 

Было найдено, что объём образцов, набухших в 1–2N растворах HCl (2, Рис. 1), 

после промывки мало отличался от объёма криогелей до кислотной обработки (1, Рис. 1 и 

2), тогда как после сильного набухания КГПВС в 3N растворе HCl (2, Рис. 1) и 

последующего удаления кислоты объём промытых образцов превышал объём криогелей 

до кислотной обработки примерно на 30–35% (2’, Рис. 4). Такой результат может 

свидетельствовать об уменьшении содержания гелеобразующего полимера в объеме 

набухшей макропористой полимерной матрицы, например, за счёт вымывания золь-

фракции, обычно присутствующей в КГПВС [11, 76, 85, 86], и, как следствие, о большей 

степени набухания менее концентрированной полимерной сетки. 

В свою очередь, объём промытых водой криогелей, предварительно 

экспонированных в растворах серной (3, Рис. 1) или фосфорной (4, Рис. 1) кислот, 

уменьшился на 7–14% по сравнению с КГПВС до кислотной обработки (1, Рис. 1 и 4). 

Следовательно, эффект некоторого отбухания криогелей ПВС под действием этих кислот 

сохранялся и после удаления из гелевой матрицы H2SO4 или H3PO4. Этот факт 

свидетельствует о «фиксации» некоторого уплотнения её надмолекулярной сетки от 

воздействия 1–4N растворов этих кислот. Такое предположение подтверждается и 

данными о физико-механических характеристиках промытых водой криогелей 3’ и 4’ 

(Рис. 5). 

Если упругость образцов КГПВС, предварительно обработанных растворами 

соляной кислоты, а затем промытых чистой водой, прогрессивно снижалась с ростом 
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концентрации HCl в инкубационной среде (2’, Рис. 5), то значения E для КГПВС, 

промытых от фосфорной и, особенно, серной кислот (4’ и 3’, соответственно, Рис. 5), 

примерно в 1.5–2.3 раза превышали значение модуля Юнга криогеля ПВС до его 

кислотной обработки. Последние результаты мы рассматриваем как проявление 

отмеченного выше сильного космотропного влияния сульфат- и фосфат-анионов на 

образование некоторого количества дополнительных межцепных (ПВС-ПВС) водородных 

связей в надмолекулярной трёхмерной сетке соответствующих КГПВС в результате их 

инкубации в концентрированных растворах H2SO4 или H3PO4. Такое воздействие 

приводило к росту жесткости гелевого материала (3 и 4, Рис. 2) и, как показывают данные 

Рис. 5, качественно сохранялось в какой-то степени и после промывки чистой водой 

«нагруженных» кислотой образцов (3’ и 4’, Рис. 5). 

 

Рис.5. Относительные изменения значений модуля Юнга (Е) цилиндрических КГПВС: 

образцы до кислотной обработки (1), криогели после промывки чистой водой образцов, 

которые перед промывкой инкубировались в водных растворах HCl (2’), H2SO4 (3’) и 

H3PO4 (4’). 

 

Рис.6. Значения температуры плавления (Tf) образцов КГПВС после промывки чистой 

водой обработанных кислотой криогелей: образцы до кислотной обработки (1), криогели, 

которые перед промывкой инкубировались в водных растворах HCl (2’), H2SO4 (3’) и 

H3PO4 (4’). 

 

Таким образом, экспериментальные результаты, приведенные на Рис. 4–6, 

наглядно свидетельствуют о том, что обработка криогелей ПВС 1–4N растворами серной 

или фосфорной кислот не приводит к нежелательным эффектам в отношении целостности 
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гелевого материала и его физико-химических характеристик. При этом известно, что 

интегральные свойства макропористых КГПВС зависят не только от жёсткости самой 

полимерной фазы – гелевых стенок макропор, но и от морфологии этих пор [3, 4, 11–15, 

18, 87, 88]. Поэтому представляло интерес проследить, как процессы насыщения образцов 

КГПВС растворами HCl, H2SO4 или H3PO4 с последующей промывкой полученных 

криогелей чистой водой повлияют на их микроструктуру. 

 

Микроструктура КГПВС после их инкубации в водных растворах сильных 

минеральных кислот и последующей промывки чистой водой 

Исследования тонких срезов полученных нами гелевых матриц проводились с 

помощью оптической микроскопии по методике, ранее успешно реализованной для 

различных криогелей ПВС [15, 27, 35, 55, 74, 79, 88]. При этом необходимо отметить, что 

данная методика предпочтительнее использования сканирующей электронной 

микроскопии для изучения структуры таких, как КГПВС, макропористых гелей, 

поскольку, в противовес СЭМ, не требуется их сушка, что позволяет наблюдать 

«незатронутую» высушиванием текстуру полимерного материала в набухшем состоянии 

[3, 14, 15, 26, 35, 88, 89].  

Макропористая морфология тонких срезов следующих криогелей ПВС приведена 

на микрофотографиях Рис. 7: КГПВС до кислотной обработки (а); образцы криогелей, 

проинкубированных в 2N растворах HCl (б), H2SO4 (в) или H3PO4 (г), а затем промытых 

чистой водой. Темные области на этих черно-белых изображениях – это гелевые стенки 

макропор, окрашенные Конго красным, а светлые области – сами макропоры, 

заполненные водой. 

 



 

 

21

Рис.7. Изображения (оптический микроскоп) тонких срезов криогелей КГПВС: криогель 

до кислотной обработки (а); криогели ПВС, промытые чистой водой после инкубации 

образцов в 2N растворах 2N HCl (б) H2SO4 (в) и H3PO4 (г). 

 

Микроструктура криогеля ПВС до кислотной обработки (Рис. 7а) была типичной 

для подобных гелевых матриц [3, 15, 35, 53, 88, 89], обладающих системой 

взаимосвязанных макропор с поперечным сечением 1–10 мкм. Кроме того, на этом 

изображении видны несколько более интенсивно окрашенные более толстые «тяжи» 

крупноячеистой супрамолекулярной сетки с размерами пор от 15–25 до 60–90 мкм, что 

свидетельствует об иерархической пористости, присущей такому криогелю. В свою 

очередь, ещё более выраженная текстура подобной крупноячеистой сетки наблюдалась в 

тонких срезах криогелей после их обработки растворами сильных минеральных кислот 

(Рис. 7б–г). При этом в случае образцов, проинкубированных в растворах соляной и 

фосфорной кислот, сечение наиболее крупных пор достигало 55–210 мкм (Рис. 7б) и 95–

190 мкм (Рис. 7г) соответственно, а для КГПВС, обработанного раствором серной 

кислоты, этот параметр находился в диапазоне от ~45 до ~150 мкм (Рис. 7в). Из 

полученных данных следует, что при инкубации соответствующих гелевых образцов в 

растворах кислот происходили изменения морфологии крупноячеистой сетки этих 

криогелей, например, за счёт вымывания золь-фракции. Тем не менее, при использовании 

1–4N растворов H2SO4 или H3PO4 для кислотной обработки не наблюдалось, как уже 

подчеркивалось выше, нежелательного ухудшения целостности и физико-механических 

характеристик таких КГПВС. Однако, совокупность основных факторов, 

обусловливающих изменение макропористой морфологии криогелей ПВС при их 

инкубации в водных растворах сильных минеральных кислот, пока еще точно не известна 
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и поэтому требует дальнейшего выяснения, что является объектом нашего ближайшего 

исследования. 

 

Оценка эффективности кислотной обработки для стерилизации криогелей ПВС, 

содержащих «искусственные» микробные загрязнения 

Для выяснения возможности стерилизации криогелей ПВС растворами сильных 

минеральных кислот клетки различных микроорганизмов были включены в объем 

гелевой матрицы (см. Экспериментальную часть). При этом содержание представителей 

бактерий, дрожжей и мицелиальных грибов было специально сделано заведомо высоким. 

Методика, использованная для этих целей, основана на известной схеме иммобилизации 

микроорганизмов в носителях на основе КГПВС [39], которая обычно обеспечивает 

хорошее сохранение жизнеспособности клеток [39, 41, 42, 90–92]. Далее образцы КГПВС 

с включенной биомассой и аналогичные криогели, но обработанные кислыми растворами 

с последующей промывкой чистой водой, инкубировали в течение 48 ч в колбах со 

стерильными селективными питательными средами. Последующие измерения оптической 

плотности при 540 нм (OD540) соответствующих жидкостей использовали для оценки 

количества клеток, выросших de novo. Внешний вид таких культивационных сосудов 

показан на фотографиях Таблицы 1. 

Таблица 1. Результаты тестов на присутствие микроорганизмов в криогелях ПВС. 

Микро-
организмы, 
включенны
е в матрицу  

Культивационные колбы с культуральными растворами и погруженными в 
них дисков КГПВС без и с иммобилизованными клетками после обработки 
образцов 2N растворами минеральных кислот и затем промытыми до 
нейтрального состояния 

криогеля H2O HCl H2SO4 H3PO4 
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нет 

 

   

 
Escherichia 

coli 

 
Candida 
albicans 

    
 

Aspergillus 
niger 

    
 

В первую очередь, было установлено отсутствие микробного загрязнения криогеля 

(колба 1), сформированного из водного раствора ПВС без преднамеренно добавленной 

биомассы. Этот результат указывает на отсутствие микробных примесей в исходном 

растворе ПВС. 

Что касается образцов криогелей со специально включенными в них 

микроорганизмами, то во всех трёх случаях (колбы 2, 6 и 10) иммобилизованные клетки 

были живыми и могли расти на селективных питательных средах. После 48-часового 

4 3 2 

1 

5 

6 7 8 9 

10 11 12 13 
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культивирования значения оптической плотности внешних жидкостей над 

соответствующими образцами криогеля были таковы: 

– колба 2 (бактерия Escherichia coli) – OD540 = 2,4, что соответствовало 

концентрации биомассы 3.0·108 клеток/мл; 

- колба 6 (дрожжи Candida albicans) – OD540 = 1.0 или 4.1·107 клеток/мл; 

- колба 10 (гриб Aspergillus niger) – OD540 = 0.8, или 3.2·107 клеток/мл. 

В отношении же образцов КГПВС с клетками показано, что кислотная обработка 

таких гелевых матриц с иммобилизованными в них микроорганизмами основных 

систематических групп приводит к достоверному подавлению жизнеспособности 

бактерий (колбы 3–5), дрожжей (колбы 7–9) и мицелиальных грибов (колбы 11–13), 

поскольку даже в богатых питательных средах роста клеток в перечисленных колбах не 

наблюдалось (ОП540 ≈ 0). Аналогичные результаты, т.е. отсутствие жизнеспособных 

клеток, были получены и при посеве образцов этих жидкостей на плотные агаризованные 

питательные среды. Другими словами, надежная стерилизация КГПВС, обработанных 

применявшимися нами растворами минеральных кислот, была достигнута. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Биосовместимые гидрофильные макропористые криогели поливинилового спирта 

являются востребованными материалами биомедицинского назначения. В связи с этим 

проблема обеспечения стерильности при их использовании в качестве носителей для 

доставки лекарственных препаратов, раневых повязок, временных и постоянных 

имплантатов, протезов хрящевой ткани и т.д. весьма актуальна. Целями данной работы 

были как оценка возможности стерилизации таких криогелей с помощью доступных и 

недорогих сильных минеральных кислот (HCl, H2SО4, H3PO4), так и изучение влияния 

водных растворов этих кислот на физико-химические свойства и микроструктуру КГПВС. 
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Причем, последний аспект важен и с прикладной точки зрения (если бы гелевый материал 

разрушался, то кислотная стерилизация просто не нужна), и в фундаментальном плане как 

научная основа для прогнозирования дальнейших исследований таких замечательно-

интересных объектов, как криогели ПВС. В результате было показано, что их обработка 

водными растворами соляной кислоты при повышении концентрации HCl от 1N до 3N в 

среде инкубации приводит к сильному набуханию образцов геля, значительному 

снижению их жесткости и теплостойкости, а в 4N растворе HCl криогель ПВС 

растворяется полностью, т.е. для целей стерилизации биоматериалов на основе КГПВС 

растворы HCl не подходят. В то же время, характер воздействия растворов 1–4N серной и 

фосфорной кислот на КГПВС был фактически противоположным. Такая обработка не 

вызывала ни растворения, ни заметного размягчения криогелей, а даже, особенно после 

инкубации в растворах H2SO4, способствовала повышению их модуля упругости и 

температуры плавления. Этот эффект, как мы полагаем, вероятнее всего, связан с высокой 

космотропной активностью сульфатных и фосфатных анионов, способствующих 

образованию дополнительных водородных связей между ОН-группами цепей ПВС. Кроме 

того, показано, что обработка криогелей ПВС растворами тех же минеральных кислот, 

когда гелевый носитель содержал иммобилизованные клетки микроорганизмов (бактерий, 

дрожжей, мицелиальных грибов), приводила к полному подавлению жизнеспособности 

соответствующих клеток. Полученные экспериментальные результаты свидетельствуют о 

высокой эффективности такого подхода к стерилизации КГПВС. При этом наиболее 

перспективным представляется использование растворов серной кислоты, с одной 

стороны, из-за их благоприятного влияния на физические свойства криогелей ПВС, а с 

другой стороны, из-за невысокой стоимости этой кислоты. 
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ПОДПИСИ К РИСУНКАМ 

Рис.1. Относительные изменения объема цилиндрических образцов КГПВС, 

вызванные инкубацией (до достижения соответствующего концентрационного 

равновесия) свежеприготовленного криогеля ПВС (1) в водных растворах кислот: (2) – 

HCl, (3) – H2SO4, (4) – H3PO4. 

Рис.2. Относительные изменения значений модуля Юнга цилиндрических 

образцов КГПВС после инкубации (до достижения соответствующего концентрационного 

равновесия) свежеприготовленных криогелей ПВС (1) в водных растворах кислот: (2) – 

HCl, (3) – H2SO4, (4) – H3PO4. 

Рис.3. Относительные изменения значений модуля Юнга цилиндрических 

образцов КГПВС после инкубации (до достижения соответствующего концентрационного 

равновесия) свежеприготовленных криогелей ПВС (1) в водных растворах кислот: (2) – 

HCl, (3) – H2SO4, (4) – H3PO4. 

Рис.4. Относительные изменения объема цилиндрических образцов КГПВ после 

промывки обработанных кислотой криогелей чистой водой: свежеприготовленные 

образцы (1), криогели, инкубированные в водных растворах HCl (2’), H2SO4 (3’) или 

H3PO4 (4’) перед промывкой. 

Рис.5. Относительные изменения значений модуля Юнга (Е) цилиндрических 

КГПВС: образцы до кислотной обработки (1), криогели после промывки чистой водой 

образцов, которые перед промывкой инкубировались в водных растворах HCl (2’), H2SO4 

(3’) и H3PO4 (4’). 

Рис.6. Значения температуры плавления (Tf) образцов КГПВС после промывки 

чистой водой обработанных кислотой криогелей: образцы до кислотной обработки (1), 

криогели, которые перед промывкой инкубировались в водных растворах HCl (2’), H2SO4 

(3’) и H3PO4 (4’). 
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Рис.7. Изображения (оптический микроскоп) тонких срезов криогелей КГПВС: 

криогель до кислотной обработки (а); криогели ПВС, промытые чистой водой после 

инкубации образцов в 2N растворах 2N HCl (б) H2SO4 (в) и H3PO4 (г). 

 

 



 

 

46

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1.  



 

 

47
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Рисунок 3.  
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Рисунок 4.  
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Рисунок 5.  
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Рисунок 6.  
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