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ПРЕДИСЛОВИЕ 

Настоящая монография является первой книгой, посвященной уникаль
ным природным полимерам - хитину и хитозану, написанной на русском язы
ке российскими исследователями. Эти биополимеры обратили на себя внима
ние ученых почти 200 лет назад. Хитин был открыт в 1811 г. (Н. Braconnot, 
A. Odier), хитозан - в 1859 г. (С. Rouget), хотя свое нынешнее название полу
чил в 1894 г. (F. Hoppe-Seyler). В первой половине XX в. к хитину и его произ
водным был проявлен заслуженный интерес, в частности к нему имели непо
средственное отношение три Нобелевских лауреата: Е. Fisher (1903) синтези
ровал глюкозамин, Р. Каггег (1929) провел деградацию хитина с помощью хи-
тиназ и, наконец, W.N. Haworth (1939) установил абсолютную конфигурацию 
глюкозамина. 

В России первые работы по хитину относятся к 1933-1934 гг. (П.П. Шоры-
гин), хотя широкомасштабные исследования были начаты около 30 лет назад. 
Сегодня интерес к этим биополимерам небывало возрос. Чем больше ученые 
узнают о свойствах хитина и хитозана, тем шире сфера их практического ис
пользования. И с каждым годом возникают совершенно новые и неожидан
ные направления. К числу основных направлений использования хитозана 
можно отнести медицину, сельское хозяйство, косметологию и пищевую про
мышленность. 

Проведенные в России в (1983-2001) шесть конференций убедительно сви
детельствуют о том, что наша страна, безусловно, играла и играет существен
ную роль в мировой "хитинологии". Наши ученые ежегодно участвуют в кон
ференциях и симпозиумах, проводимых в Европе и Азии, съездах Европейско
го хитинового общества. В марте 2000 г. была зарегистрирована Общероссий
ская общественная организация - Российское хитиновое общество (РХО), что 
позволило скоординировать исследования ученых из многих регионов России 
(подробнее смотри: www.chitin.ru). 

В написании настоящей коллективной монографии принимали участие ве
дущие ученые России из Москвы, Санкт-Петербурга, Нижнего Новгорода, Ека
теринбурга, Красноярска. Владивостока. В ней рассмотрены практически все 
аспекты проблемы, включая сырьевую базу и технологии получения хитина, 
хитозана и их производных, исследования их строения и свойств, также много
численные направления применения этих биополимеров, в которых наиболее 
плодотворно работают отечественные исследователи. 

В соответствии с тематикой статьи, которые являются обзорами работ 
отечественных и иностранных исследователей по данной теме, объединены в 
семь глав. Обзорный характер статей и цитирование разных авторов обусло
вили тот факт, что в монографии реакцию превращения хитина в хитозан на
зывают деацетилированием, что соответствует англ. deacetylation, и дезацети-
лированием, как принято в русскоязычной литературе. По той же причине 

http://www.chitin.ru'


степень превращения хитина в хитозан выражают и в процентных и в моль
ных долях. Встречаются и другие примеры использования разных единиц из
мерения и терминов, для разъяснения которых, особенно в статьях медицин
ского профиля, следует обращаться к специальной справочной литературе. 
Необходимость подобного замечания обусловлена еще и тем, что книга ори
ентирована на широкий круг исследователей. Она будет полезна студентам 
старших курсов, аспирантам и научным сотрудникам различных областей, а 
также практическим работникам медицины, косметики, сельского хозяйства 
и пищевой промышленности. 

Академик М.П. Кирпичников 
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Одним из важнейших достижений мирового научно-технического прогресса в области изыскания 
новых перспективных материалов за последние тридцать лет стало изучение, создание и внедрение в 
практику технологии хитина, хитозана и их производных. 

СЫРЬЕВЫЕ ИСТОЧНИКИ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ХИТИНА И ХИТОЗАНА 

В организмах насекомых и ракообразных, клетках грибов и диатомовых водорослей хитин в комплексе 
с минеральными веществами, белками и меланинами образует внешний скелет и внутренние опорные 
структуры [1]. Потенциальные источники хитина многообразны и широко распространены в природе. Об-
щая репродукция хитина в мировом океане оценивается в 2,3 млрд т в год, что может обеспечить мировой 
потенциал производства 150-200 тыс. т хитина в год. 

Наиболее доступным для промышленного освоения и масштабным источником получения 
хитина являются панцири промысловых ракообразных. Возможно также использование гладиуса 
(скелетной пластинки) кальмаров, сепиона каракатицы [2], биомассы мицелярных и высших грибов 
[3]. Одомашненные и поддающиеся разведению насекомые вследствие их быстрого воспроизводства 
могут обеспечить значительную биомассу, содержащую хитин. К таким насекомым относятся 
тутовый шелкопряд, медоносные пчелы [4] и комнатные мухи [5]. В России массовым источником 
хитинсодержащего сырья является камчатский краб и краб-стригун, годовой вылов которых на 
Дальнем Востоке составляет до 80 тыс. т, а также углохвостая креветка в Баренцевом море. Однако 
самым перспективным сырьем считается антарктический криль (Euphausia superba Dana), массовые 
скопления которого находятся в Атлантическом, Тихоокеанском и Индоокеанском секторах Ан-
тарктики. Общая биомасса криля в Южной Атлантике составляет около35 млн т, а возможные 
объемы ежегодного вылова могут составлять от 1,5 до 4,0 млн т [6]. 

 



Таблица 1. Качественные характеристики муки и крупки из панциря крабов 
 

 Характеристика и норма 

Показатель Мука из крабов по ГОСТ 2116-82 Крупка крабовая по ТУ 
15-01 1574-91 

Внешний вид Рассыпная без плотных (не 
разрушаемых при надавли-
вании) комков, допускается 
мелковолокнистость 

Частицы сушего крабового 
панциря неправильной формы 
размером не более 15 мм. 
Допускаются: частицы разме-
ром более 30 мм - не более 15%; 
крабовая крошка размером 
менее 2 мм не более 10% 

Крупность помола Рассыпная мука должна пол-
ностью просеиваться через 
сито с размером сторон от-
верстий 3,2 мм, допускается 
остаток частиц муки на сите не 
более 5% 

Не нормируется 

Массовая доля, % 
влаги, не более 

12 12 

жира, то же 10 Не нормируется 
сырого протеина, 
не менее 

36 Тоже 

хлористого натрия, 
не более 

5 " 
кальция, не более 13 "
песка, не более 1 "

Содержание металло-
магнитной примеси раз-
мером не более 2 мм, 
мг/кг, не более 

100 " 

Значительный резерв сырья представляют запасы рачка-бокоплава гаммаруса в озерах Южного 
Урала и Западной Сибири, ежегодный объем вылова которого может достигать 100 тыс. т. Рачки-
бокоплавы семейства Talitroidea, обитающие в прибрежной зоне Южных и Дальневосточных морей и 
поддающиеся разведению в марикультуре, также могут рассматриваться в качестве потенциального 
источника хитина и хитозана. 

За счет широкого развития пчеловодства, в нашей стране существует возможность получать сырье для 
производства хитина при подморе пчел. По состоянию на 1.01.2000 г. в Российской Федерации во всех 
категориях хозяйств имелось 3,5 тыс. пчелиных семей. Сила пчелиной семьи (масса находящихся в 
пчелиной семье рабочих пчел, измеряемая в кг) равна, в среднем, 3,5-4 кг. Летом в период активного 
медосбора и весной после зимовки пчелиная семья обновляется почти на 60-80%. Таким образом, 
ежегодная сырьевая база пчел составляет от 6 до 10 тыс. т. Это дает возможность рассматривать подмор 
пчел как новый перспективный источник хитина и хитозана наряду с традиционными видами сырья [4]. 

В России возможна организация достаточно крупного производства хитина и хитозана из панциря 
ракообразных, преимущественно панциря дальневосточных промысловых крабов. 

Таблица 2. Средний выход хитина и хитозана из разных видов крабовых полуфабрикатов 
 

 Выход, %  Вид сырья 
 
 

хитин хитозан 

Панцирь ходильных конечностей сухой 33 28 

Панцирь карапакса сухой 20 16 
Крабовая крупка 25 20 
Крабовая мука 16 12 
Крабовый панцирь, консервированный в 
естественных условиях 

20 16 

 

 

 



Таблица 3. Химический состав различных видов хитинсодержащего сырья, % на сухое 
вещество 

 

Вид сырья Белок Липиды Минеральные 
вещества 

Хитин 

Панцирь криля сушеный, по- 
лученный при производстве 
изолята белка 

25-30 1-3 20-22 25-30 

Панцирь баренцевоморской 
углохвостой креветки сухой 

43-55 10,5-13,5 26-29 17-20 

Рачок гаммарус сушеный 50-54 6-8,5 15-18 22-25 
Панцирь крабовый сушеный 
(крупка) 

25-30 2-4 35-40 24-30 

Гладиус кальмара (скелетная 
пластинка) сухой 

— 2-5 0,5-2 28-35 

Сухой подмор пчел 50-80 - 2-3 10-12 
Мука из личинок комнатных 
мух 

40-50 21 - 11-15 

Крабодобывающие предприятия Дальнего Востока в качестве сырья для производства хитина и 
хитозана могут заготавливать панцирь головогруди и конечностей следующих видов крабов: 
камчатского (Paralithodes camtschaticus), синего (Paralithodes platypus), равношипого (Lithodes aequispina) 
крабов, а также крабов-стригунов опилио (Chionoecetes opilio) и бэр-ди (Chinoecetes bairdi). 
Сыромороженый или варено-мороженый панцирь подвергается сушке и дроблению на рыбомучных 
установках или специализированном оборудовании. Панцирь краба для промышленной переработки 
заготавливают преимущественно в виде муки или крупки (сечки), качественные характеристики 
которых приведены в табл. 1. 

Выход хитина и хитозана из различных полуфабрикатов крабового панциря представлен в табл. 2. 
Лучшим видом сырья для получения хитина и хитозана из панциря крабов считается крупка, полученная 
из трубчатого панциря ходильных конечностей. Из такого сырья получается хитозан самого высокого 
качества с высоким выходом готового продукта. 

Кроме крабового панцирьсодержащего сырья (ПСС) для промышленной переработки используют и 
другие виды сырья, химический состав которых приведен в табл. 3. 

Массовые источники ПСС имеются во многих странах, но промышленное производство хитина и 
хитозана освоено преимущественно в Японии, где суммарно по данным на 1998 г. выпускается до 2500 
т хитина и хитозана в год. В США выпускается около 1000 т хитозана и других модификаций хитина в 
год. Европейские страны (Италия, Норвегия, Польша) выпускают до 100 т хитозана в год. В последние 
годы развитие промышленного производства хитина и его производных развивается в Индии, Китае и 
Таиланде. В качестве сырья для получения полимеров, в Японии и Китае используются ПСС от 
переработки крабов и креветок, а в США - ПСС крабов и омаров [7]. 

Отечественная промышленность начала осваивать производство хитина и хитозана в 1970-1980 гг. 
и к настоящему времени общий объем их выпуска достигает 80 т в год. 

ХИТИН, ЕГО СТРОЕНИЕ И СВОЙСТВА 

Биополимеры хитин и хитозан обратили на себя внимание ученых почти 200 лет назад. Хитин был 
открыт в 1811 г. (Н. Braconnot, A. Odier), а хитозан в 1859 году (С. Rouget), хотя свое нынешнее название 
получил в 1894 г. (F. Норре-Seyler). В первой половине XX века к хитину и его производным был 
проявлен заслуженный интерес, в частности, к нему имели непосредственное отношение три 
Нобелевских лауреата: F. Fischer (1903) синтезировал глюкозамин, P. Karrer (1929) провел деградацию 
хитина с помощью хитиназ, a W.H. Haworth (1939) установил абсолютную конфигурацию глюкозамина. 

Хитин - линейный аминополисахарид, состоящий из К-ацетил-2-амино-2-дезокиси-О-
гликопиранозных звеньев. 

 



По химической структуре он близок к целлюлозе и только ей уступает по распространенности в 
природе. Хитин нерастворим в воде, разбавленных кислотах, щелочах, спиртах и других органических 
растворителях. Он растворим в концентрированных растворах соляной, серной и муравьиной кислот, а 
также в некоторых солевых растворах при нагревании, но при растворении он заметно 
деполимеризуется. В смеси диметилацетамида, N-метил-2-пирролидона и хлористого лития хитин 
растворяется без разрушения полимерной структуры. 

Хитин как неразветвленный полисахарид с |3-(1-4)-гликозидными связями, образует фибриллярные 
структуры, для которых характерна линейная конфор-мация молекул, закрепленная водородными 
связями. 

Подобные молекулы, располагаясь приблизительно параллельными пучками, образуют структуры, 
регулярные в трех измерениях, что характерно для кристаллов. Так, посредством рентгеноструктурного 
анализа показано, что молекулярные звенья хитина имеют конформацию 4С]. 

В зависимости от расположения полимерных молекул различают три формы структуры хитина - а, b и у. 
а-хитин представляет собой плотно упакованный, наиболее кристаллический полимер, в котором цепочки 
располагаются антипарал-лельно, он характеризуется самым стабильным состоянием. В b-хитине цепочки 
располагаются параллельно относительно друг друга, а в у-хитине две цепочки полимера "направлены 
"вверх" относительно одной, направленной "вниз", b- и у-хити-ны могут превращаться в а-хитин [1]. 

Панцирь ракообразных и кутикула насекомых играют роль внешнего скелета и выполняют 
защитные функции. Хитин, входящий в состав панциря ракообразных, образует волокнистую структуру, 
он связан с белками посредством пептидной связи деацетилированной аминогруппы с 
диаминомонокарбоновыми аминокислотами неароматического строения, имея вид хитин-белкового 
комплекса (ХБК). 

Особым образом изменяется хитин под действием ферментов в организме ракообразных. В процессе 
линьки хитин панциря подвергается значительному разрушению и последующему восстановлению. 
Участие в этом процессе специфических ферментов способствует протеканию синтеза и деградации хитина 
с исключительно большой скоростью. Хитинолитические ферменты имеют неодинаковый уровень 
активности в зависимости от физиологического состояния ракообразных. У крабов например, хитиназа 
синтезируется постоянно, а синтез хитоби-азы усиливается перед линькой и немедленно уменьшается 
после ее окончания [8]. У ракообразных сразу после линьки панцирь мягкий, эластичный, состоящий 
только из ХБК, но с течением времени происходит его упрочнение за счет минерализации структуры ХБК в 
основном карбонатом кальция. Эта минерализация проходит в большей или меньшей степени в 
зависимости от вида животного. 

Таким образом, панцирь ракообразных построен из трех основных элементов - хитина, играющего 
роль каркаса, минеральной части, придающей панцирю необходимую прочность и белков, делающих 
его живой тканью. В состав панциря входят также липиды, меланины и другие пигменты. Пигменты 
панциря ракообразных представлены, в частности, каротиноидами типа астаксанти-на, астацина и 
криптоксантина. В кутикуле взрослых насекомых хитин также ковалентно связан с белками типа 
артраподина и склеротина, а также большим количеством меланиновых соединений, которые могут 
составлять до 40% массы кутикулы. Кутикула насекомых отличается большой прочностью и в то же 
время гибкостью благодаря хитину, содержащие которого от 30 до 50%. В клеточной стенке некоторых 
фикомицетов, например в итридиевых, хитин обнаруживается вместе с целлюлозой. Хитин у грибов, как 
правило, ассоциируется с другими полисахаридами, например b-1-3-глюканом, у членистоногих он связан 
с белками типа склеротина и меланинами. 

Структурный компонент хитина N-ацетил-О-глюкозамин у бактерий, наряду с N-ацетилмурамовой 
кислотой, является компонентом клеточной стенки. В животном мире N-ацетилглюкозамин входит в 
состав мукополисахаридов (гли-козаминогликаны) соединительной ткани (гиалуроновой кислоты, 
хондроитин-сульфатов, гепарина), групповых веществ крови и других гликопротеинов. Остаток М-
ацетил-Б-глюкозамина обычно находится на восстановленном конце углеводных цепей животных 
гликопротеинов, образуя связь углевод-белок. Этим объясняется совместимость хитина и хитозана с 
живыми тканями. Наиболее распространенным типом связи в животных гликопротеинах является N-
гликозидная связь, образуемая остатком N-ацетилглюкозамина и b-амидной группой аспарагина [9]. 

Заготовка панцирьсодержащего сырья. Панцирь крабов заготавливают в мороженном, сушеном 
или химически консервированном виде в зависимости от вида и качества панциря. Так, панцирь 
ходильных конечностей, получаемый при глубокой переработке крабов, предпочтительно 
заготавливать в мороженном виде. В этом случае отходы при производстве консервов (панцирь ходиль-
ных конечностей) промывают в морской воде, отделяют избыточную влагу и дробят на кусочки 
размером не более 4 см в специальных дробилках. Дробленый панцирь замораживают блоками массой в 
10 кг при температуре -18 °С. Продолжительность хранения мороженого панциря краба не более 2 лет. 
Хитозан из панциря ходильных конечностей крабов считается высшего качества и имеет спрос как на 
внутреннем, так и на внешнем рынке. 

Практикуется заготовка ПСС краба в сушеном виде. Современное состояние промысла крабов 
диктует необходимость использования для производства хитина и хитозана целого панциря головогруди 
(карапакса), который до настоящего времени целенаправленно для этой цели не использовался. 
Заготовленный на судах-краболовах сыромороженый и вареномороженый панцирь карапакса и 



абдомена, а также нестандартный целый краб и прилов перерабатывают на борту транспортного судна 
путем сушки и дробления на рыбомучной установке. Полученная крабовая "крупка" имеет размер 
частиц от 0,6 до 6 мм. 

Использование химического консервирования крабового панциря позволяет заготавливать ПСС при 
небольших объемах промысла и обеспечивает быструю остановку автолитических процессов в сырье. Из 
известных способов химического консервирования предпочтительно использовать щелочное, так как при 
этом способе наряду с консервированием сырья протекает его щелочное депротеиниро-вание, что облегчает 
дальнейшую переработку. Консервирование панциря крабов гидроокисью натрия позволяет получить в 
условиях промысла ПСС, содержащее 5-8% белка и пригодное для получения качественного хитозана. 
Сходные способы заготовки ПСС используют и при обработке панциря креветок. 

Панцирьсодержащие отходы криля, получаемые в процессе производства пищевой продукции, 
после отделения избыточной влаги должны быть подвергнуты сушке или замораживанию. Мороженый 
панцирь блоками по 10 кг хранят при температуре не выше -18 °С, а сушеный - при температуре 
окружающего воздуха не более 12 месяцев. Вместе с тем, в условиях промысла не всегда есть 
возможность для замораживания или сушки всего количества ПСС. В этом случае возможно химическое 
консервирование панцирьсодержащих отходов. 

В качестве консервантов используются препараты, обеспечивающие сохранность консервируемого 
материала в условиях положительных температур и не оказывающие отрицательного влияния на 
качество и выход хитина и хитозана. Этим требованиям удовлетворяют соляная, муравьиная и уксусная 
кислоты, едкий натр или кали, формальдегид, метабисульфит натрия, нитрат натрия и др. 

В связи с тем, что соляная кислота и едкий натр применяются в технологии производства хитина и 
хитозана, эти реактивы наиболее предпочтительны для консервирования панцирьсодержащих отходов 
криля. Добавление соляной кислоты или едкого натра в количестве 2,5% к массе панцирьсодержащих 
отходов обеспечивает их сохранность в течение 12 месяцев. Панцирь криля заготавливают в судовых 
условиях (мороженый и варено-мороженый) и хранят при -18 °С до 12 месяцев. Гаммарус для 
получения хитина также заготавливают в мороженом и сушеном виде. Целый гаммарус замораживают 
блоками по 10 кг до температуры -18 °С, а сушат в сушилках с принудительной циркуляцией горячего 
воздуха. Продолжительность хранения мороженого и сушеного гаммаруса 12 месяцев. Такие же 
способы заготовки применяют и для талитрид. 

СПОСОБЫ ПОЛУЧЕНИЯ ХИТИНА 

Хитин как нерастворимый полимер не поддается выделению из панциря напрямую. Для его 
получения необходимо последовательно отделить белковую и минеральную составляющие панциря, т.е. 
перевести их в растворимое состояние и удалить. 

Рис. 1. Обобщенная схема (а) и  другие варианты получения  хитина (б) 

Для получения хитина и его модификаций с воспроизводимыми характеристиками необходимо 
исчерпывающее удаление белковой и минеральной составляющих панциря. Все известные способы 
извлечения хитина из ПСС можно разделить на две основные группы: 1) химическая обработка 
кислотами, щелочами, комплексонами и др.; 2) методы биотехнологии, применение ферментных 
препаратов и протеолитических бактерий. 

Химическая обработка ПСС. Большинство способов этой группы основаны на одно-, 
двухстадийной очистке хитина от белка и минеральных соединений -депротеинировании (ДП) и 
деминерализации (ДМ). Некоторые способы предусматривают отделение липидов и пигментов. 

Получению хитина из различных видов ПСС с помощью химических реагентов сопутствуют 
следующие этапы (рис. 1, а): 

В зависимости от вида ПСС и требуемого качества хитина, а также получаемого из него хитозана 
количество операций ДП, ДМ и их последовательность бывают различными (рис. 1, б). Эти схемы не 
исчерпывают всего разнообразия используемых вариантов [10], так как способы выделения хитина из 
ПСС должны выбираться в зависимости от поставленных требований к конечному продукту, которые в 



свою очередь диктуются сферой его применения. Например, однократная обработка щелочью 
применима для мягкого тонкого панциря (криль, гаммарус, насекомые). Двукратная обработка 
щелочью применяется в случае необходимости получения хитина, полностью лишенного остатков бел-
ка. Остаточное содержание минеральных веществ при однократной обработке панциря кислотой не 
превышает обычно 1-3%. Вместе с тем, повторная ДМ дает возможность получения хитина без 
примесей золы, что важно также в случае обработки толстого панциря крабов. 

Некоторые преимущества в качественных характеристиках имеют хитины, полученные в условиях 
чередования стадий ДМ и ДП. Порядок их осуществления существенно влияет на качество 
получаемого хитина и в последующем хитозана. При обработке ПСС по схеме ДМ-ДП кинематическая 
вязкость полученного крабового хитозана значительно выше, чем у хитозана, полученного по схеме 
ДП-ДМ. 

Эффективность процессов ДМ и ДП существенно зависит от степени измельчения панциря, т.е. от 
увеличения площади соприкосновения полимера с реагентом, но при этом снижается выход готового 
продукта за счет увеличения технологических потерь продукта при обработке. 

Режимы проведения стадий ДП и ДМ различных видов ПСС весьма разнообразны. По способу 
Hackman [1] панцирь краба обрабатывают 2N соляной кислотой в течение пяти часов при комнатной 
температуре, полученную суспензию измельчают и депротеинируют 1 N раствором гидроксида натрия 
при 100 6С в течение 12 ч. Для наиболее полного ДП процесс повторяется четырехкратно. Способ 
Whistler & BeMiller [1] предусматривает ДП измельченного панциря в 10%-ном растворе гидроксида 
натрия в течение трех суток, депигментирование 95%-ным этанолом, отмывку растворителями. ДМ 
проводят 37%-ной соляной кислотой в течение четырех часов. ДМ по способу Horowits, Rosoman & 
Blumental [1] проводят перед ДП. Затем панцирь обрабатывают 90%-ной муравьиной кислотой в 
течение 18 ч при комнатной температуре и далее депротеинируют 10%-ным раствором гидроксида 
натрия в течение 2,5 ч на паровой бане. Упомянутые авторы не придавали значения порядку 
проведения стадий ДП и ДМ. Однако позднее было показано, что порядок проведения стадий ДП и ДМ 
и их кратность существенно влияют на качество получаемого хитозана. 

Очевидным недостатком указанных способов получения хитина являются достаточно жесткие 
условия обработки хитинсодержащего сырья, включающие длительное время нахождения полимера в 
растворе щелочи и кислоты при высокой температуре (для ДП). Это приводит к деструкции и частичному 
деаце-тилированию (ДА) хитина. 

В 1970-1980-х гг. во Владивостоке, в Мурманске, а затем на экспериментальной базе ВНИРО в 
Москве была внедрена промышленная технология производства хитина и хитозана из панциря криля и 
панциря баренцевоморской креветки. Процесс получения хитина включает ДП 1 N раствором едкого 
натра в течение 30 минут при температуре 70-75 °С, деминерализацию 1 N раствором соляной кислоты 
в течение 30 мин при комнатной температуре. 

Для более эффективного отделения белка в условиях проведения щелочного гидролиза белковой части 
панциря при более низкой концентрации щелочи применяются поверхностно-активные вещества (ПАВ). 
Способ получения хитина из панциря криля, разработанный А.И. Гамзазаде с сотрудниками [11], основан 
на кислотно-щелочной обработке отходов от производства изолятов белка криля. Эти отходы без 
измельчения подвергают ДП в 2-5%-ном растворе гидроксида натрия при комнатной температуре в 
течение 6-8 ч. На стадии ДП используют добавку ПАВ анионного типа (додецилсульфат натрия, 
натриевая соль лауриновой кислоты), которая позволяет снизить концентрацию щелочи и наряду с 
эффективным удаление белка экстрагировать красящие вещества и липиды. 

Способ обработки панциря криля, применяемый в Польше [12], основан на получении хитина из 
замороженных отходов производства мяса криля. Отходы размораживают и измельчают, затем их 
промывают водой и деминерализуют 3,5%-ной соляной кислотой в течение 1,5 ч при комнатной 
температуре. Далее проводят удаление жира и пигментов экстракцией уксусноэтиловым эфиром. 
Депротеинирование осуществляют с помощью 3,5%-ного раствора гидроксида натрия при температуре 
25 °С более 2 ч. Относительная простота такой технологии и доступность основных реагентов 
позволили применить аналогичные технологии в промышленных масштабах в разных странах [3]. В 
Индии в промышленных условиях получают хитин из отходов пильчатой креветки Matapenaeus 
dobsoni. При этом ДП проводят кипячением свежих отходов в 0,5%-ном растворе гидроксида натрия в 
течение 30 мин. Жидкую часть отделяют и получают из нее белок. Окончательное ДП панциря 
проводят дважды при нагревании его в 3%-ном растворе гидроксида натрия. Далее панцирь обес-
цвечивают раствором гипохлорида, содержащего 0,3-0,5% растворенного хлора, промывают водой и 
подвергают деминерализации 1,25N раствором соляной кислоты при комнатной температуре в течение 
часа. Полученный хитин готов к производству хитозана.  

В США используют технологию, предложенную Пенистоном К.П. и Джонсоном Э.Л. [14]. Панцирь 
различных ракообразных подвергают мокрому размолу до размера частиц 1,3-3,8 мм и депротеинируют 
при температуре 65-71 °С в течение 1-2 ч при непрерывной подаче сырья и 0,05-0,2 N раствора 
гидроксида натрия методом противотока. В гидроксид натрия перед депротеинированием добавляют 
0,1% бисульфита натрия, что приводит к интенсификации процесса. Отделенную жидкую фракцию 
направляют на получение белка, а твердую -подвергают деминерализации соляной кислотой до 
полного удаления золы. 



Все перечисленные способы получения хитина относятся к разновидностям традиционного 
кислотно-щелочного способа получения хитина и отличаются только последовательностью проведения 
стадий ДМ и ДП, а также режимами обработки. 

Деминерализация - важная стадия при производстве хитина. Степень ДМ определяет вязкостные и 
другие физико-химические характеристики как хитина, так и получаемого из него хитозана. Удаление 
минеральных веществ (в основном карбоната и фосфата кальция) из панциря при производстве хитина 
обычно осуществляется соляной, муравьиной, азотной или сернистой кислотами. Однако обработка 
хитинсодержащего сырья кислотой может приводить к частичной деструкции и ДА хитина, снижать 
вязкость раствора хитозана. 

Известны и другие, нестандартные методы получения хитина. Так, метод Foster & Hackman [1] 
предполагает мягкие условия, не приводящие к деструкции и ДА хитина. В его основе лежит воздействие 
на ПСС этилендиаминтетрауксус-ной кислоты (ЭДТА). С этой целью панцирь краба подвергали 
длительному воздействию ЭДТА в течение 2-3 недель при рН9,0. Измельченный панцирь (размер 
частиц 1-10 мм) обрабатывали в некоторых случаях за 15 минут. После такой обработки хитин 
содержал до 1% золы и 5% белка. 

Те же Пенистой и Джонсон [15] панцирьсодержащее сырье подвергали грубому размолу до размера 
частиц 3-6 мм. Далее массу загружали в реактор и в противотоке экстрагировали белок 0,5-2%-ным 
гидроксидом натрия в течение 1-4 ч при температуре 50-70 °С. При дальнейшей обработке они 
совместили стадии ДМ и ДА путем обработки депротеинированного панциря 30-50%-ным раствором 
гидроксида натрия при температуре 120-150 °С. При этом происходит одновременное ДА хитина и 
превращение карбоната кальция в гидроксид кальция по уравнению 

 
Сточный раствор после этой операции содержит избыток гидроксида натрия, ацетата натрия и карбоната 
натрия. Раствор NaOH регенерировали и использовали повторно. Это явление хорошо известно в 
производстве каустической соды. 

Общий недостаток этих способов состоит в необходимости обработки исходного материала в 
агрессивных средах кислот и щелочей, что требует специального, стойкого к коррозии оборудования, и 
приводит к повышению стоимости производства и готового продукта. Кроме того, при производстве 
нужны специальные участки хранения и приготовления растворов кислот и щелочей, что ужесточает 
требования техники безопасности. 

К перечисленным недостаткам химических способов получения хитина можно добавить и то, что 
все они плохо вписываются в схему безотходной технологии. Многие из них не учитывают использование 
побочных продуктов производства, например белка. Белок, выделенный из щелочных и кислотных гид-
ролизатов, содержит значительное количество соли, что ограничивает область его применения.  

БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ ПОЛУЧЕНИЯ ХИТИНА 

Применение ферментов для ДГТ панциря позволяет создать более мягкие условия обработки ПСС, 
а также совместить несколько операций, а значит и упростить процесс. При этом снижаются 
агрессивность реакционной среды, затраты на оборудование и увеличивается срок его службы. 

К наиболее простым способам получения хитина из панцирьсодержащего сырья в этой группе 
относится способ применения активного ферментного комплекса самого сырья (автопротеолиз). Такой 
способ применительно к отходам криля описан в [16], а панцирю краба - в [17]. ДП ПСС осуществляли 
смешиванием целого криля с ПСС в соотношении 1:2 при температуре 50 °С. Полученную массу 
перемешивали в течение пяти часов. Степень перехода белка в жидкую фазу составляла 68%. В 
результате такой обработки получили хитин, содержащий 34% минеральных веществ и 12% белка. 
Следовательно, данный способ не обеспечивает полного ДП хитина и требует дополнительной 
обработки по извлечению из него белка. Кроме того, имеются данные о присутствии в ферментном 
комплексе криля активных хитиназ, воздействие которых на хитин снижает его молекулярную массу. 

С точки зрения полноты ДП панциря ракообразных более эффективно использование активного 
штамма протеолитических бактерий Pseudomonas mal-tophilia [18]. Панцирь предварительно 
декальцинировали 2N соляной кислотой в течение двух суток при комнатной температуре, измельчали до 
размера частиц 0,5 см. Культуральную среду готовили прибавлением 0,8 г панциря к 80 мл 0,2%-ного раствора 
К2НРO4, раствор доводили соляной кислотой до pH7,0. P. maltophilia засевали в колбу, инкубировали при 30 
°С и взбалтывали. По окончании времени инкубации хитин промывали водой. Содержание белка в хитине 
снижалось до 1%. 

Известен способ ДП хитина криля свежевыделенной культурой Bacillus Subtilis, позволяющий 
достичь степени гидролиза белка 98% за 36 ч, причем полученный хитин содержал менее 1% белка [19]. 

Разработаны способы получения хитина из панциря краба с применением ферментов. Так, способ 
получения хитина [1] предполагает декальцинирование соляной кислотой, содержащей 50 г НС1 на литр 
(1,4N) при комнатной температуре в течение 24 ч с последующим ДП хитина папаином, пепсином или 



трипсином. 
Способ Рогожина и др. [20] предусматривает совмещение стадий ДМ и ДП хитина с применением 

проторизина и протаваморина - кислых протеиназ микробиологического происхождения. Процесс 
протекает при рНЗ,0 и 35-40 °С в течение 24 ч. В качестве кислых протеиназ используются комплексы 
протеолитических ферментов, выделенные из грибов Aspergillus niger, A.fietidus, A. orizai. Полученный 
таким образом хитин не содержит золы, остаточное содержание белка 5-10%. Возможно полное 
удаление остатков белка в хитине путем его промывки на конечном этапе раствором щелочи. 

Промышленное использование получили способы получения хитина из панциря криля с 
применением щелочных протеиназ протосубтилина Г20Х [21] и панкреатина [22]. 

Биотехнологические способы получения хитина обладают одним общим недостатком, 
заключающимся в неполном удалении белка панциря (до 95%), что может отрицательно сказаться в 
дальнейшем как на качестве хитина, так и на характеристиках его модификаций. Кроме того, при 
выборе ферментного препарата для ДП ПСС необходим строгий контроль на содержание в нем хитиназ, 
поскольку в процессе обработки ПСС слишком большая активность ферментов этой группы может 
привести к чрезмерной деструкции полученного хитина.  

ПОЛУЧЕНИЕ  ХИТОЗАНА 

Деацетилирование хитина. Первой из модификаций хитина было получено его деацетилированное 
производное - хитозан, представляющий собой высокомолекулярный полимер глюкозамина, 
растворимый в разбавленных органических и неорганических кислотах (кроме серной). В отличие от 
практически нерастворимого хитина, хитозан, растворимый в кислых растворах, имеет широкие 
возможности для применения в различных отраслях промышленности, сельском хозяйстве и 
медицине. 

В основе получения хитозана лежит реакция отщепления от структурной единицы хитина-N-
ацетил-D-глюкозамина ацетильной группировки или реакция деацетилирования. 

 

Реакция ДА сопровождается одновременным разрывом гликозидных связей полимера. Таким 
образом, хитозан представляет собой полидисперсный по молекулярной массе полимер D-глюкозамина, 
содержащий 5-15% ацетамидных групп, а также до 1 % групп, соединенных с аминокислотами и 
пептидами. 

По внешнему виду хитозан представляет собой чешуйки размером менее 10 мм или порошки 
различной тонины помола, от белого до кремового цвета, часто с желтоватым, сероватым или 
розоватым оттенком, без запаха. Другими свойствами сухого хитозана являются электризуемость и 
вяжущий вкус. По токсичности хитозан относится к 4-му классу и считается безопасным. 

Процесс ДА проводят обычно с помощью концентрированных щелочей при повышенных 
температурах. Первым опытом получения хитозана было сплавление хитина с твердой щелочью при 
180 °С. Этим способом получали продукт со степенью деацетилирования (СД) 95%, но значительно 
деструктированный (до 20 единиц). 

Наиболее распространено ДА растворами щелочей 30-50%-ной концентраций, поскольку оно 
является более мягким. Существуют различные модификации этого способа. ДА в водных растворах 
щелочей может обеспечить 100%-ную степень деацетилирования при использовании ступенчатого 
процесса и значительно менее деструктурирует хитозан. При получении хитозана в указанных условиях 
одновременно с реакцией ДА идет деструкция хитина, т.е. разрыв его цепей по гликозидным связям, что 
приводит к уменьшению молекулярной массы хитозана и снижению его вязкости. 

Применение растворов щелочей высокой концентрации при высоких температурах делает 
необходимым использование оборудования, изготовленного из никелевых сплавов или с никелевым 
покрытием. Чаще всего для проведения ДА применяют реакторы, изготовленные из легированных 
жаропрочных марок сталей, снабженные перемешивающим устройством и паровой рубашкой. 

Определенную сложность в процессе получения хитозана представляет регенерация или утилизация 
сточных вод, представляющих собой щелочные растворы высокой концентрации. В  большинстве 
случаев щелочное ДА проводится 30-50%-ным раствором щелочи, и хотя в процессе реакции 
концентрация щелочи снижается, слив такого реагента в систему канализации напрямую недопустим. В этой 
связи при проектировании хитозанового производства необходимо предусматривать утилизацию щелочных 
растворов на смежном производстве или нейтрализацию щелочных стоков с последующей их очисткой от 
белковых загрязнений. 

Существует ряд методов частичной или полной замены воды в деацетили-рующем агенте другим 



растворителем или теплоносителем. Например в [23] в качестве теплоносителя используют жидкий 
парафин, гексан, изопропиловый спирт. При значительном снижении расхода воды и щелочи на ДА, 
снижении степени деструкции полимера достигается СД до 92%. 

Способ Brossignac [1] полностью исключает воду, заменяя ее смесью этанола с 
моноэтиленгликолем. При ДА гидроксидом калия при 120 °С достигается СД 83%. 

Takeda [24] разработал способ, при котором хитин обрабатывают в инертной атмосфере 
гидроксиламином при рН13 и температуре 100 °С в течение 10-20 ч. Основные недостатки этого 
способа - низкая СД (70%), длительность обработки, а также наличие деструкции основной цепи 
полимера. 

Способ ДА хитина гидразингидратом [25] предусматривает двух-четырехча-совую обработку хитина 
при 120-150 °С. При минимальной деструкции хитина достигается СД 90-97%. Кроме того, ДА хитина 
можно провести с помощью ферментов - деацетилаз микробиологического происхождения. 

Процесс щелочного ДА изучен значительно лучше других, перечисленных выше. Высокая 
устойчивость хитина к ДА объясняется наличием водородной связи между карбонильной группой и 
азотом амидной группы смежных цепочек хитина в мицелярной структуре. Для разрушения этой, весьма 
прочной связи, процесс ведут при высокой температуре (100-160 °С). С увеличением температуры даже 
при невысокой концентрации щелочи (30%) степень ДА достигает почти предельного значения (98%), 
однако при этом снижается молекулярная масса, а следовательно, и вязкость растворов полученного 
хитозана. Для сохранения молекулярной массы полимера предпочтительно снижать температуру 
обработки хитина. Реакция ДА наиболее быстро проходит в течение первого часа щелочной 
обработки. За это время хитин деацетилируется примерно на 70% при условии обработки его 50%-ной 
щелочью при 100 °С. Далее скорость реакции значительно замедляется и к 5 часам СД достигает 80%. 
Таким образом, длительная обработка не приводит к резкому повышению СД, в то время как 
деструкция происходит на всем протяжении процесса. 

Как уже отмечалось, структура хитина представляет собой кристаллическую решетку, в связи с чем 
степени растворимости и набухания хитина в различных средах довольно низки. Степень измельчения 
хитина перед ДА важна для получения однородного продукта. Измельчение хитина облегчает доступ 
деацетилирующего агента внутрь структуры, благодаря чему достигается равномерное протекание 
процесса ДА и сопровождающей его деструкции. При использовании слишком крупных частиц хитина 
процесс ДА проходит не в полной мере, поверхностные слои таких частиц деацетилированы в большей 
степени, чем внутренние. При растворении в уксусной кислоте эти поверхностные слои образуют 
раствор, а внутренние слои частиц не полностью деацетилиро-ванные, только набухают. Такой 
неоднородный по СД хитозан может иметь ограниченное применение. В случае достаточно тонкого 
измельчения хитина все слои частиц деацетилируются в одинаковой степени, что приводит к получению 
более однородного продукта. 

Важную роль в снижении степени деструкции хитина играет среда, в которой проводят реакцию 
ДА, т.е. присутствие в ней кислорода. Разработан ряд способов удаления кислорода из сферы реакции. 
Самый простой из них - плотная укладка и подпрессовка смоченного щелочью хитина с последующим 
вытеснением из тары остатков воздуха азотом и ее герметизацией. Применяется также барботирование 
реакционной смеси азотом, пропускание азота над поверхностью суспензии и др. Во всех случаях при 
ДА хитина в инертной среде отмечается повышение молекулярной массы и вязкости хитозанов без 
снижения СД в противовес данным, полученным при деацетилировании хитина на воздухе. 

Важным фактором при ДА хитозана является перемешивание реакционной массы. Известны 
способы получения хитозана и в реакторах с перемешиванием и в емкостях из различных материалов 
(включая полимерные) без перемешивания. В случае применения перемешивания необходимо учитывать 
консистенцию реакционной массы, которая определяется соотношением жидкой и твердой фаз. 
Оптимальным можно считать массовое соотношение хитин:раствор щелочи 1:5-1:12 в зависимости от 
качества хитина, взятого для обработки. Такая суспензия хорошо перемешивается в реакторе и не 
требует лишнего объема щелочи. 

Хитин, как уже отмечалось, по своему строению и химическому составу близок к целлюлозе, что 
предопределяет и близость их свойств. Известно свойство целлюлозы набухать в разбавленных растворах 
щелочей. Сходные свойства обнаружены и у хитина. Так, при 12-кратном проведении замораживания-
размораживания хитина, суспендированного в растворах щелочи 15-20%-ной концентрации происходит 
сильное набухание хитина и его растворение. Такое набухание и растворение хитина в растворах щелочей 
при пониженных температурах обусловлено разрыхлением его структуры, что создает лучшие условия 
для модификации и получения однородного по качеству полимера. Разработан способ получения 
щелочного раствора хитина за один цикл замораживания-размораживания и проведения затем реакции 
ДА в гомогенной среде [26]. 

Все известные промышленные способы ДА хитина преимущественно связаны с применением высоких 
температур и концентрированных растворов щелочей. Однако предложен способ получения хитозана 
методом "холодного" ДА хитина [27]. Реакция проходит при комнатной температуре (не ниже 20-22 °С) с 
использованием емкостей из нержавеющей стали или полимерных материалов. Концентрация 
применяемого раствора гидроокиси натрия снижена до 35-^10% при массовом соотношении 
хитин:раствор щелочи, равном 1:10-1:15. Такие мягкие условия реакции обеспечивают получение 



хитозана с высокой вязкостью и степенью ДА. 
Сушка хитозана. Измельчение и хранение.  
После ДА и отмывки до нейтрального значения рН хитозан представляет собой сильно 

гидратированный, набухший продукт с содержанием воды более 70%. Для предотвращения ороговения 
хитозан сушат при 50-55 °С. При сушке в условиях более высоких температур хитозан уплотняется, 
темнеет и теряет растворимость, что снижает возможность его использования. Наилучшим образом 
показывает себя сушка хитозана в псевдокипящем слое при 50 °С. Низкомолекулярный водорастворимый 
хитозан и олигосахариды сушат на распылительных и лиофильных сушилках. Воздушно-сухой хитозан 
содержит 8-10% воды. 

Для использования хитозана, например, в фармации и парафармации в качестве субстрата для 
таблетирования и капсулирования необходимо измельчить его до размера частиц 100-200 мкм. Хитозан, 
сохраняя кристаллическую структуру хитина, плохо поддается измельчению, и поэтому для получения 
порошкообразного продукта его измельчают последовательно резанием, истиранием и ударно-
сдвиговой деформацией, применяя для этого соответственно дезинтеграторы, мельницы и шаровые 
мельницы. Наибольшую трудность при измельчении представляет плохо высушенный или 
ороговевший хитозан, так как в этом случае он обладает пластичностью и плохо поддается 
измельчению. 

В процессе хранения хитозана на свету наблюдается его потемнение до коричневого цвета, снижение 
растворимости. Особенно это относится к тонко измельченному, а также распылительно высушенному 
хитозану. Хитозан представляет собой гигроскопичный материал, порошковый хитозан может слежи-
ваться при хранении в помещениях с повышенной влажностью или при перепадах температур. Поэтому 
хитозан хранят герметично укупоренным в светонепроницаемой упаковке (банки, пакеты, мешки) в 
сухих закрытых помещениях при комнатной температуре. 

МОДИФИКАЦИИ ХИТИНА И ХИТОЗАНА 

Межмолекулярные взаимодействия и комплексообразование высокомолекулярных соединений - 
важнейшие проблемы химии и физики полимеров. Всевозрастающий интерес к химии 
полиэлектролитов обусловлен непрерывным расширением области их практического применения в 
качестве специфических сорбентов, биологически активных соединений и др. Реакции взаимодействия 
между противоположно заряженными группами молекул полиэлектролитов, приводящие к 
образованию растворимых интерполимерных комплексов, открывают новые возможности для 
варьирования физико-химических и биологических свойств полиэлектролитов. 

Глюкозамин, или 2-амино-2-дезокси-D-глюкоза - весьма распространенная модификация хитина, 
относящаяся к группе аминосахаров. В молекуле глюко-замина одна или две гидроксильные группы 
замещены аминогруппой. Структурная формула D-глюкозамина представлена ниже 

 
Глюкозамин обладает свойствами аминов, является сильным основанием и легко образует 

устойчивые соли. Для медицинского использования хитин гид-ролизуют концентрированной соляной 
кислотой при температуре 80 °С в течение 2 ч. Обесцвечивают гидролизат активированным углем, а 
кристаллизацию проводят при температуре 10 °С в присутствии этилового спирта в течение 16 ч с 
последующим отделением кристаллов глюкозамина, которые затем промывают и сушат. Полученный 
глюкозамин гидрохлорид для медицинского применения должен содержать не менее 99% основного 
вещества. 

Низкомолекулярный хитозан и олигомеры. Для расширения сферы применения хитозана в 
медицине большое значение имеет его растворимость при нейтральных значениях рН, что может быть 
обеспечено снижением его молекулярной массы. Как показывает практика, молекулярная масса 
хитозанов, получаемых из панциря ракообразных химическими и ферментативными способами, высока 
и составляет до 103 кДа. Такие хитозаны растворимы в водных растворах органических и минеральных 
кислот, что не всегда удобно. Для получения хитозана, растворимого при нейтральных рН, исходный 
хитозан подвергают гидролизу с помощью химических реагентов или ферментов.  



Рис. 2. Этапы производства хитина и хитозана из ПСС ракообразных 



В качестве гидролизующего реагента чаще всего применяется пергидроль в виде 3-10%-ного 
водного раствора при умеренном нагревании до 30-50 °С [28]. Гидролиз снижает молекулярную массу 
хитозана и улучшает его растворимость в слабокислых водных растворах. При этом получается 
полидисперсный по молекулярной массе продукт, растворимый в разбавленных растворах кислот при 
рН > 5. 

В качестве ферментных препаратов для деградации хитина и хитозана применяют комплексы 
ферментов различного происхождения. Это могут быть ферментные комплексы гепатопанкреаса краба 
или криля, а также панкреатин из поджелудочной железы крупного рогатого скота. Но чаще для этой 
цели применяют ферментные комплексы с хитинолитической активностью микробиологического 
происхождения. Продуцентами хитинолитических ферментных комплексов являются Streptomyces 
kurssanovii [29], Trichoderma reesei [30], Serracia marcescens, Bacillus subtilis [31] и другие 
микроорганизмы. 

Применение ферментных препаратов для деградации хитозана позволяет получать 
низкомолекулярные хитозаны и олигомеры, растворимые в воде и обладающие при этом на порядок 
более высокой биологической активностью по сравнению с высокомолекулярными хитозанами. Такие 
свойства низкомолекулярных хитозанов существенно расширяют сферу их применения в качестве ме-
дицинских полимеров. Например, на основе низкомолекулярных хитозанов разработаны эффективные 
радиопротекторы, хиральные селекторы различных субстанций медицинского назначения, 
антикоагулянты с высокой гепариновой активностью. 

На рис. 2 приведена технологическая схема производства хитина и хитозана из панцирьсодержащего 
сырья (ПСС) ракообразных 
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ТЕОРИЯ И ПРАКТИКА ПОЛУЧЕНИЯ ХИТИНА 
ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИМ СПОСОБОМ 
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Уникальные свойства биополимеров - хитина и его производных (высо
кая сорбционная способность, биосовместимость, биодеградируемость, нето
ксичность, бактерицидность и др.), - и неисчерпаемые запасы сырья (панци
ри морских и пресноводных ракообразных, грибы, покровы насекомых) обу
словливают все возрастающий интерес к их производству и практическому 
применению. 

Известно, что в хитинсодержащем сырье (ХСС) хитин связан с белками и 
минеральными веществами и получение его основано на последовательном вы
делении белковых и минеральных компонентов, переводе их в растворимое со
стояние с последующим удалением растворов. Для получения хитина, отвечаю
щего требования Международного стандарта, необходима достаточно полная 
его очистка от белковых и минеральных составляющих. 

Наиболее распространенными способами получения хитина являются хи
мический, основанный на использовании кислот и щелочей, и ферментатив
ный - с использованием протеолитических бактерий. Однако оба эти спосо
ба имеют ряд недостатков. Так, обработка ХСС в агрессивных средах (кисло
тах и щелочах при высоких температурах и продолжительном их воздейст
вии) в совокупности приводит к ухудшению качества готового продукта - де
струкции хитина, снижению вязкости его растворов. Кроме того, технология 
требует повышенных мер предосторожности при хранении и работе с кон
центрированными кислотами и щелочами. Выделившийся при этом белок 
подвергается чрезмерному гидролизу, расщеплению аминокислот, приводит 
к образованию токсичных веществ, что ограничивает его применение для пи
щевых и кормовых целей. 

Ферментативный способ более мягкий (режим обработки) позволяет в 
большей степени сохранить функциональные свойства хитина и белка по срав
нению с кислотно-щелочным. Однако методы с применением ферментов и про
теолитических бактерий требуют больших затрат времени, дорогостоящих пре
паратов, тщательной работы по культивированию штаммов бактерий. 

Масштабное производство хитина сдерживает отсутствие безотходных, 
простых, экономически эффективных и экологически безопасных технологий, 
а также серийность выпускаемого оборудования. Однако расширение направ
лений практического использования хитина и его производных в последние го
ды предопределяет поиск нетрадиционных способов получения этих биополи
меров. Актуальной проблемой становится разработка технологий переработки 
хитинсодержащих объектов, обеспечивающих максимальное использование 
всех полезных компонентов обрабатываемого сырья, более мягкие щадящие 
условия осуществления технологических процессов, получение конечных про
дуктов с заданными физико-химическими характеристиками и функциональны
ми свойствами, снижение экологической нагрузки на окружающую среду. 

В этом отношении заслуживает внимания использование для получения хи
тина электрохимически активированных водных сред. Явление электрохимиче-
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ской активации воды и водных растворов было открыто В.М. Бахиром в конце 
1970-х годов и, несмотря на отсутствие до настоящего времени глубоких теоре
тических представлений о сущности происходящих процессов, нашло широкое 
применение в различных технологиях многих отраслей народного хозяйства. 
Благодаря изменению кислотно-основных, окислительно-восстановительных, 
каталитических свойств воды и разбавленных водных растворов минеральных 
солей в результате электрохимической активации создается возможность ис
пользования их вместо традиционных химических реагентов - кислот, щелочей, 
антиоксидантов, консервантов и т.п. с целью упрощения производства, эконо
мии времени, сырья, вспомогательных материалов, повышения качества целе
вых продуктов. 

Электрохимическая активация выгодно отличается от других методов акти
вации (магнитное поле, ультразвук, электрогидравлический удар, облучение) 
более широким диапазоном изменений физико-химических параметров воды и 
водных растворов, относительно устойчивой воспроизводимостью результатов 
и сравнительно длительным временем существования метастабильного состоя
ния активированной среды. 

Феномен электрохимической активации в 1985 т. был признан BAK СССР 
в качестве нового класса физико-химических явлений и как новое научно-тех
ническое направление поддерживается правительством РФ, одобрено Миннау
ки, Минздрава, Минэкономики, Минтруда. Оно рекомендовано к использова
нию при разработке отраслевых и региональных программ при решении вопро
сов переработки сельскохозяйственного сырья, экологической безопасности, 
охраны здоровья населения. 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКОЙ АКТИВАЦИИ 

В основе электрохимической активации лежит использование электриче
ского тока при обработке водных сред в диафрагменных электролизерах, в ко
торых происходит прямое превращение электрической энергии в энергию хи
мических реакций. 

Электролиз воды, изучаемый в науке на протяжении более двух столетий, 
подробно описан в специальной литературе и хорошо изучен с точки зрения 
получения конечных продуктов - водорода и кислорода. Образующаяся же 
при этом электролизная жидкость, являясь побочным продуктом реакций, до 
недавнего времени мало интересовала исследователей. И только в последние 
десятилетия было обнаружено, что электрохимические процессы при элект
ролизе приводят к активации воды, изменяя ее характеристики и биологиче
ские свойства [3, 4]. 

Для электролиза необходима система, состоящая из следующих элементов: 
раствора электролита - проводника второго рода, в котором вещества диссоци
ированы на ионы; электродов - проводников первого рода, погруженных в рас
твор электролита; разделительной перегородки (диафрагмы или мембраны), 
образующей анодную и катодную камеры; внешнего источника тока; токопро-
водов - металлических проводников первого рода, соединяющих электроды с 
источником тока. В качестве раствора электролита используются вода или сла
боминерализованные водные растворы, которые в результате воздействия 
электрического тока переходят в метастабильное состояние, характеризую
щееся аномальными самопроизвольно изменяющимися (релаксирующими) фи
зико-химическими параметрами и свойствами. 



Растворы, полученные в результате 
воздействия на них постоянного элект
рического тока, названы активирован
ными, а технология их получения -
электрохимической активацией [4, 5]. 

Параметры и свойства водных 
растворов, подвергнутых воздействию 
электрического тока, определяются 
составом и содержанием минеральных 
солей, видом и режимом электрохими
ческого воздействия и зависят от кон
структивных особенностей электроли
зеров. Степень предсказуемости ре
зультатов возрастает с увеличением 
минерализации водных сред. Полно
стью прогнозируемые и воспроизводи
мые результаты могут быть получены 
при содержании минеральных солей в 
количестве 1,5-5,0 г/л. На рис. 1 пред
ставлена схема процесса на примере 
обработки питьевой воды в диафраг-
менном электролизере. 

При пропускании постоянного 
электрического тока через растворы 
электролита в результате присоедине
ния электронов у катода и отдачи их у 

анода происходит ряд электрохимических реакций, в результате которых обра
зуются новые вещества, изменяются структура воды как растворителя и вся си
стема межмолекулярных взаимодействий. 

Основные процессы, происходящие в электролизерах, в упрощенной форме 
могут быть представлены следующим образом: окисление воды на аноде: 
2Н2O - 4е —> 4Н+ + O2; восстановление воды на катоде: 2Н2O + 2е -> Н2 + 2OН-; 
образование в анодной камере таких высокоактивных окислителей, как С12, О, 
С1O2, СlO-, НСlO, Cl, O3, Н2O2, ОН; образование в катодной камере таких высо
коактивных восстановителей, как ОН-, Н2O2; НO2

- , O2
- , Н2. 

При катодной электрохимической обработке раствор электролита приоб
ретает щелочную реакцию за счет превращения в нем солей в гидроксиды, 
окислительно-восстановительный потенциал (ОВП) резко снижается, умень
шаются поверхностное натяжение и электропроводность, возрастают концен
трации водорода и свободных гидроксильных групп, изменяется структура не 
только гидратных оболочек ионов, но и всего свободного объема растворите
ля (воды). 

При анодной электрохимической обработке кислотность раствора электро
лита увеличивается, а ОВП возрастает за счет образования серной, соляной, 
хлорноватистой кислот, а также пероксида водорода, кислородсодержащих со
единений хлора, пероксосульфатов, пероксокарбонатов и других подобных со
единений; уменьшается поверхностное натяжение, увеличивается электропро
водность, снижается концентрация водорода, повышается содержание раство
ренных хлора и кислорода, изменяется также структура воды. 

Метод электрохимической обработки водных сред позволяет получить от
носительно долгоживущие метастабильные состояния воды. Это относится в 



первую очередь к величинам водородного показателя, ОВП, поверхностного 
натяжения, электропроводности, диэлектрической проницаемости и других па
раметров. Причем водородный показатель рН, являющийся количественным 
выражением кислотности и щелочности, и ОВП, отражающий активность 
электронов в растворе, являются доминантными характеристиками электрохи
мической активации. Изменение кислотно-щелочного и окислительно-восста
новительного равновесия воды и водных растворов существенно влияет на их 
биологическую активность. 

При электролизе воды с применением разделительной диафрагмы в меж
электродных пространствах образуются две фракции - катодная (католит) и 
анодная (анолит), обладающие противоположными свойствами. В анодной 
фракции преобладают окисленные формы, катодная проявляет себя как вос
становитель. Появление восстановительных свойств католитной воды проис
ходит за счет образования гидратированных электронов и атомарного водоро
да в прикатодном слое жидкости при протекании основного электродного про
цесса - разряда молекул воды на катоде. При анодных процессах в результате 
электролиза воды на аноде происходит выделение кислорода. Католит и ано
лит при электрохимическом воздействии претерпевают структурные измене
ния, проявляя электронодонорные (католит) и электроноакцепторные (ано
лит) свойства. Усиление окислительной способности анодной фракции, сопро
вождаемое понижением активности электронов в растворе и увеличением 
ОВП объясняет применяемые на практике бактериостатические и бактери
цидные эффекты анолита, тем более выраженные, чем выше значение ОВП. 
Увеличение активности электронов в катодной фракции определяет снижение 
ОВП до отрицательных величин и указывает на преобладание восстановитель
ных функций. Эти свойства католит приобретает благодаря присутствию ато
марного водорода и сольватированных электронов - активных радикалов-вос
становителей, что делает катодную фракцию неспецифической антиоксидант-
ной системой, являющейся универсальным ингибитором свободнорадикаль-
ных окислительных реакций. 

Важную роль в процессе активации играет образование свободных радика
лов - особо активных реакционноспособных частиц, легко вступающих в разно
образные химические реакции. 

Образующиеся анолит и католит близки по физико-химическим характери
стикам (рН и ОВП) крепким неактивированным растворам кислот и щелочей. 
Однако диапазон колебаний рН и особенно ОВП электрохимически активиро
ванных сред значительно шире, чем в растворах, не подвергшихся электрохими
ческому воздействию. Например, для химических реагентов показатели рН и 
ОВП имеют следующие значения: концентрированная серная кислота рН0,3 и 
ОВП = 680 мВ; насыщенный раствор КОН рН12,3 и ОВП = -60 мВ; насыщен
ный раствор хлорной извести Са(СlO)2 рН11,5 и ОВП = 570 мВ. 

В электрохимически активированных растворах различной степени ми
нерализации рН и ОВП имеют следующие значения: для анолита рН0-1,0 
и ОВП = 1000-1280 мВ; для католита рН 11,5-12,5 ОВП в диапазоне - 750-
950 мВ. 

В анолите рН снижен, а ОВП увеличен до крайних положительных (окисли
тельных) значений, а в католите рН увеличен, а ОВП уменьшен до крайних от
рицательных (восстановительных) значений. Получить такие соединения рас
творением химических реагентов в воде невозможно, а такие сочетания рН и 
ОВП не могут быть смоделированы в обычных химических растворах. Они об
разуются только в условиях электрохимического синтеза. Следует отметить, 



что анолит и католит с характеристи
ками рН, тождественными таковым 
для крепких кислот и щелочей, не про
являют агрессивности к тканям чело
века - не вызывают раздражения и 
ожогов. 

Как видно из рис. 2, где показано 
изменение параметров рН и ОВП в 
процессе электрохимической актива
ции воды, значения рН и ОВП католи-
та и анолита выходят как за пределы 
химического регулирования (область 
А), так и за пределы термодинамиче
ской устойчивости воды (область В). В 
период релаксации происходит посте
пенный переход системы из неравно
весного состояния, вызванного внеш
ним воздействием (в данном случае по
стоянным электрическим током) в со
стояние термодинамического равнове
сия. Отклонение новых значений рН и 
ОВП от исходной точки "О" определя
ются наличием в воде электрохимиче
ски синтезированных устойчивых со
единений. 

Вода, водные растворы минеральных солей являются активированными 
только в период существования аномальных свойств или в период их релакса
ции, по завершению которой аномальные признаки исчезают, и в водной среде 
устанавливается термодинамическое равновесие параметров рН и ОВП, харак
терное для обычных неактивированных растворов. Причем скорость релакса
ции тем больше, чем меньше минерализация раствора и чем больше начальное 
отклонение параметров от состояния равновесия. Термины "активированная", 
"активированный" используются для обозначения термодинамически и химиче
ски неравновесного состояния воды (раствора) и действуют только в период ре
лаксации их параметров. 

Суммируя изложенное, можно выделить основные факторы, ответствен
ные за свойства электрохимически активированных сред, благодаря которым 
они эффективно используются в различных технологических процессах [3-6]. 
Такими факторами прежде всего являются: электрохимически синтезирован
ные щелочи в катодной и кислоты в анодной камерах, длительное время сохра
няющие высокие значения рН католита до 12,5 и низкие анолита до 1,0; супер
активные метастабильные соединения с высокой окислительной (в анолите) и 
восстановительной (в католите) способностью, значительно усиливающие про
явление кислотных и окислительных свойств анолита, щелочных и восстанови
тельных свойств католита и благодаря этому выполняющие роль катализато
ров, инициаторов и реагентов в разнообразных химических реакциях; образую
щиеся в процессе электролиза микропузырьки электролизных газов, представ
ляющих электрически и химически активный компонент электрохимически ак
тивированных растворов; метастабильные изменения структуры воды и водных 
растворов, возникающие в двойном электрическом слое у поверхности элект
родов и проявляющие в процессе электрохимического катодного воздействия 



электронодонорные, а в процессе анодного воздействия электроноакцепторные 
свойства. Последний фактор оказывает значительное влияние на физико-хими
ческие и биологические процессы, обусловливая за счет разорванных под влия
нием электрического поля водородных связей повышенную способность акти
вированных растворов проникать в межмолекулярные пространства веществ, в 
том числе и через биологические мембраны, увеличивать гидратные оболочки 
вокруг ионов и молекул, повышать растворимость труднорастворимых соеди
нений, усиливать экстракционную активность растворов. 

Анализ теоретических и экспериментальных исследований процесса акти
вации, накопленного опыта практического применения активированных сред 
предопределил проведение работ по использованию электрохимического спо
соба для выделения хитина из ХСС. 

ТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ ХИТИНА 
ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИМ СПОСОБОМ 

Направленное изменение физико-химических параметров биологических 
свойств водных низкоконцентрированных растворов минеральных солей по
средством электрохимической активации, приводящее к появлению кислой и 
щелочной сред, бактерицидного и антиоксидантного эффекта, изменению 
окислительно-восстановительных и каталитических свойств, обеспечивающих 
возможность регулирования (стимуляции или замедления) биоэнергетических 
процессов, было использовано для получения хитина. 

Альтернативно кислотно-щелочному способу в институте Гипрорыбфлот 
(г. Санкт-Петербург) была разработана новая технология выделения хитина из 
ХСС, в основе которой лежит замена традиционно используемых для этих це
лей химических реагентов (кислот и щелочей) на электрохимически активиро
ванные растворы [7-10]. При таком способе получения хитина стадию депроте-
инирования проводили в катодной камере, а стадию деминерализации - в анод
ной камере электролизера. 

Технологический процесс получения хитина (рис. 3) включает в себя следу
ющие основные операции: подготовку сырья (мойку, размораживание, замачи
вание, измельчение и т.п.), вспомогательных материалов, приготовление рас
твора электролита; получение суспензии при смешении измельченного сырья с 
раствором электролита; обработку суспензии в катодных и анодных камерах 
диафрагменного электролизера; выдерживание смеси в баках-накопителях или 
нагрев и термостатирование в реакторах, разделение смесей центрифугирова
нием или фильтрованием. 

Сырьем, на котором была апробирована новая технология получения хити
на, служили панцири краба, креветки, криля, пресноводный рачок гаммарус, ка-
рапакс и хитиновый покров абдомена речного рака. В качестве электролита ис
пользованы низкоконцентрированные растворы неорганических солей NaCl 
или Na2SO4. Свойства полученного хитина оценивали общепринятыми метода
ми, определяя содержание общего азота, минерального остатка после обеззоли-
вания, степень деацетилирования, степень поляризации, растворимость, моле
кулярную массу. Проведены исследования по определению влияния рН, ОВП 
параметров электрического тока, технологических параметров (гидромодуль, 
кратность операций и т.п.) на экстрагирующую и гидролизующую способности 
растворов электролита. Установлены оптимальные значения параметров, обес
печивающих максимальную степень извлечения белка и минеральных веществ 
при минимальном уровне деструкции получаемых продуктов. 



Рис. 3. Технологический процесс получения хитина электрохимическим способом 

Согласно технологии панцирьсодержащее сырье (ППС) предварительно за
мачивают водой или катодной фракцией раствора электролита при соотноше
нии 1:1. Мороженое сырье - гаммарус, панцирь криля дефростируют до тем
пературы -3 ± 1 °С. Затем замоченное, дефростированное или свежее сырье 
(свежий гаммарус, полуфабрикаты панциря криля, креветки) диспергируют на 
измельчителе с диаметром отверстий решетки 3-5 мм. Диспергированное сырье 
смешивают в определенном соотношении с катодной фракцией, полученной по
сле депротеинирования в электролизере предыдущей партии, выдерживают в 
баке-накопителе, нагревают и термостатируют в реакторе при температуре 
85 ± 5 °С при постоянном перемешивании. После термостатирования смесь раз
деляют на фильтре или с помощью центрифуги на белковый гидролизат и пан
цирь-полуфабрикат. Последний смешивают с раствором электролита (напри
мер, 1 %-ным раствором NaCl) в соотношении 1 : 20 и направляют в катодную 



Таблица 1. Характеристика химического состава ПСС 

Таблица 2. Физико-химические свойства хитина, полученного электрохимическим способом 
из различного ПСС 

камеру для последующего депротеинирования. Электрохимическую обработку 
осуществляют при рН > 12,2, плотности тока 300-450 А/м2 при постоянном пе
ремешивании. После обработки в катодной камере смесь непродолжительное 
время выдерживают в реакторе при температуре 85 ± 5 °С до полного раство
рения белка, затем направляют на фильтр или центрифугу, где разделяют ее на 
катодную фракцию и панцирь. 

Депротеинированный панцирь снова смешивают с 1 %-ным раствором хло
рида натрия в соотношении не менее 1 : 25 и направляют на электрохимическую 
обработку в анодную камеру электролизера. Деминерализацию панциря осуще
ствляют при рН < 2,0 и плотности тока 300-450 А/м2 в течение 30-45 мин с по
следующей выдержкой в баке-накопителе при комнатной температуре. 

После окончания процесса деминерализации смесь разделяют на анодную 
фракцию и хитин. Выделенный хитин промывают водой до нейтральных значений 
рН, высушивают до остаточной влажности 8-10%, расфасовывают и упаковывают. 

Совместно со специалистами Института высокомолекулярных соединений 
РАН были проведены исследования физико-химических свойств хитина, выде
ленного электрохимическим способом из различного сырья (табл. 2). 

Оптимальные значения электрических и технологических параметров де
протеинирования и деминерализации определяются видом используемого хи-
тинсодержащего сырья и задаваемыми свойствами получаемого хитина. Пока
зано, что из различного ПСС может быть получен хитин с близкими физико-
химическими характеристиками (см. табл. 2) и, наоборот, из одного и того же 
вида сырья (например гаммаруса) можно получить хитин с различными физико-
химическими показателями и функциональными свойствами, регулируемой мо
лекулярной массой от 30000 до 380000 [11, 12]. 



Таблица 3. Влияние условий деминерализации на молекулярную массу хитина из гаммаруса 

Как видно из табл. 3, на характеристики хитина влияет не столько вид сырья, 
сколько условия его выделения (число циклов, время обработки в анодной каме
ре, последующего выдерживания в анолите и т.п.). Таким образом, очевидна пер
спективность производства хитина из пресноводного ракообразного - озерного 
бокоплава Gammarus pulex, запасы которого исчисляются тысячами тонн и вылов 
его не сопряжен с нарушением экологического равновесия, так как гаммарус во
дится в мелких, не пригодных для рыборазведения и рыбного промысла водо
емах. Высокое содержание панциря в гаммарусе (25—30%) дает основание считать 
этот вид ракообразных одним из перспективных источников для получения хити
на и хитозана. При использовании гаммаруса не требуется больших затрат на его 
добычу и транспортировку, так как он водится во внутренних водоемах. 

Еще одно из преимуществ использования пресноводного рачка при произ
водстве хитина - малая толщина панциря, что облегчает процессы диспергиро
вания, депротеинирования и деминерализации и обеспечивает получение био
полимеров требуемой степени очистки в более мягких условиях, за более ко
роткое время, чем при переработке панцирей краба, креветки, криля и других 
морских ракообразных. Хитин и хитозан, полученные из гаммаруса электрохи
мическим способом, отличаются сравнительно небольшой молекулярной мас
сой, обладают легкой формуемостью, что позволяет их широкое использование 
в косметологии, медицине, сельском хозяйстве [13, 14]. 

Электрохимическая технология значительно повышает рентабельность 
производства хитина за счет комплексной переработки сырья и возможности 
использования всех ценных его компонентов [15-18]. Проведение технологиче
ских процессов в анодных и катодных камерах электролизеров обеспечивает 
практически безотходную переработку ПСС, отходов от разделки панцирьсо-
держащих морских и пресноводных ракообразных с получением в одном техно
логическом цикле кроме хитин/хитозановых полимеров и других нутриентов -
белковых веществ, липидов, минерализованного остатка. Аппаратурная схема 
комплексной переработки хитинсодержащего сырья электрохимическим спо
собом представлена на рис. 4. 

Комплексная переработка, основанная на способности растворов электроли
тов в катодной и анодной камерах электролизеров одновременно воздействовать 
на погруженное в них сырье активными ионами Н+ и ОН-, свободными радикала
ми, ОВП, а также потоком заряженных частиц и самим электрическим полем, 
обеспечивает достаточно полное выделение и получение целевых продуктов вы
сокой степени очистки [19-23]. Электрохимический способ переработки ХСС по
зволяет достичь более глубокой степени депротеинирования при более низких 
концентрациях ОН- ионов, чем при традиционном щелочном гидролизе. 

Исследование химизма процессов электрохимической экстракции и гид
ролиза белковых веществ показало, что экстрагирующее действие электро-



Рис. 4. Аппаратурная схема комплексной переработки ХСС электрохимическим способом 
/ - емкость для приготовления раствора электролита; 2- емкость для приготовления суспензии измель
ченного сырья с раствором электролита; 3 - электролизер; 4 - реактор для нагрева и выдержки суспен
зии после катодной обработки; 5 - центрифуга; 6 - сепаратор; 7 - сборник жира; 8 - сборник жидкого 
белкового гидролизата; 9 - аппарат для приготовления смеси депротеинированного панциря с раство
ром электролита, 10 - реактор для выдержки смеси после анодной обработки; 11 - аппарат для про
мывки хитина; 12 - фильтры; 13 - сборники костей, чешуи, влажного хитина; 14 - сборник анолита; 
15 - сушилки; 16 - насосы 

химически активированных растворов основано на способности восстанови
телей, образующихся в процессе электролиза (Н , Н2 и др.), взаимодейство
вать с белками, вызывая разрыв дисульфидных связей с образованием тиоло-
вых групп. Наблюдаемое при электрохимической обработке подавление де
струкции по -C-S-связям, ответственной за образование токсичных побоч-



Рис. 5. Технология получения хизитэла 

ных продуктов, обеспечивает получение белковых гидролизатов более высо
кого качества [24]. 

Процессы диспергирования и эмульгирования сырья с раствором электро-
лита, проводимые перед электрохимической обработкой, также способствуют  
максимальной степени извлечения белка и минеральных веществ. Использова-

ние в качестве электролита растворов поваренной соли, сульфата натрия облег-
чает и ускоряет протекание электрохимических процессов, позволяет повысить  
эффективность экстракции и осаждения белковых веществ. 

Образующиеся при электролизе в анодной камере ионы ClO-, Н2O2, газооб
разный С12 оказывают обесцвечивающее и антимикробное действие на получа
емые продукты. Поэтому дополнительного отбеливания, проводимого при кис-
лотно-щелочной и ферментативной технологиях с помощью этанола, гипохло-
рита натрия, перекиси водорода и других реагентов при электрохимическом 
способе получения хитина не требуется. 

Наличие щелочных и антиоксидантных свойств у католита позволяет полу
чить за счет нейтрализации свободных жирных кислот очищенные (рафиниро
ванные) липиды, что позволяет использовать при производстве хитина даже не
сколько окисленное и задержанное сырье. 

Свойства получаемых продуктов могут варьироваться в широком диапазо
не так как технологический процесс легко контролируем и управляем. Продол-
жительность отдельных операций, температурные режимы, рН, концентрация 
раствора электролита, гидромодуль (соотношение обрабатываемого сырья и 
раствора электролита), другие технологические параметры могут регулиро
ваться в зависимости от вида и состояния обрабатываемых продуктов, диктуе
мых направлением их дальнейшего использования. 

На базе электрохимического способа разработана технология другого хи-
тинсодержащего продукта - минерализованного хитина, получившего название 
"хизитэл" [25]. Данный продукт получен по упрощенной технологической схе
ме включающей две стадии депротеинирования, активирование и обезжирива-



ние суспензии обработкой ПАВ и не предусматривающий операцию деминера
лизации (рис. 5). 

Полученный по данной технологии хитин представляет собой продукт с со
держанием минерального остатка после прокаливания 25-27% и остаточным 
содержанием белка - 0,25%. Обезжиривание хизитэла позволило увеличить 
удельную поверхность с 1,8 м2/г до 11,0 м2/г, что важно при его использовании 
в качестве сорбента и носителя для иммобилизации бактерий. 

ОБОРУДОВАНИЕ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ХИТИНА 
И КОМПЛЕКСНОЙ ПЕРЕРАБОТКИ ХСС ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИМ СПОСОБОМ 

Многочисленными экспериментальными исследованиями было выявлено, 
что для получения хитина важно не только использование электрохимически 
активированных сред, которые могли бы быть созданы, например, с помощью 
серийно выпускаемых установок типа СТЭЛ, "Изумруд", "Редокс" и др., но и 
проведение технологических процессов непосредственно в анодных и катодных 
камерах электролизеров. Установлено, что только одновременное воздействие 
всех факторов электрохимической активации (рН, редокс-потенциала, суперак
тивных соединений, микропузырьков электролизных газов, потока заряженных 
частиц, электрического поля и др.) при оптимальных постоянных (нерелаксиру-
ющих) параметрах обеспечивает максимальный выход и сохранение высоких 
функциональных свойств получаемых продуктов. 

Процессы экстракции и гидролиза белковых, веществ непосредственно в ка
тодных и деминерализации в анодных камерах электролизеров выполнены ав
торами [7-10] впервые, и установок промышленного масштаба для этих целей 
в отечественной и зарубежной практике не существует. Поэтому была разрабо
тана и изготовлена специализированная установка модульного типа оригиналь
ной конструкции, которая, как и технология получения хитина, белковых гид-
рализатов, липидов электрохимическим способом, отличатся новизной и защи
щены авторским свидетельствами и патентами Российской Федерации [26-27]. 

Модульная установка включает в себя два диафрагменных электролизера с 
плоскопараллельными электродами, источник питания, пульт управления, а 
также серийно выпускаемое оборудование - смесители и реакторы с мешалка
ми, насосы, фильтр, объединенные в один блок [28-30]. Учитывая высокие 
окислительные свойства анодной фракции и восстановительной катодной, осо
бое внимание при создании установки было уделено выбору материала элект
родов, разделительной перегородки, корпуса электролизеров и соединитель
ных трубопроводов [31]. В созданной установке корпус электролизеров выпол
нен из листового полипропилена, катоды изготовлены из нержавеющей стали 
Х18Н9Т, аноды - из платинированного титана. В качестве разделительной пе
регородки вместо широко используемых на практике пористых диафрагм (бре
зентовые, угольные) использована мембрана из ионоселективного полимера. 
Замена диафрагмы на ионообменную мембрану создает ряд технологических 
преимуществ: катодные и анодные пространства могут существенно отличать
ся по ионному составу, так как мембрана проницаема для катионов и непрони
цаема для анионов, чего практически невозможно достичь при использовании 
диафрагм; исключается проникновение диспергированных веществ по обе сто
роны мембраны, что снижает потери продукта и его загрязнение. 

Кроме того, мембрана химически инертна, что позволяет использовать ее в 
контакте с пищевыми продуктами, химически стойка к концентрированным ки
слотам и щелочам, термически устойчива, механически прочна и долговечна, 



обладает низким электросопротивлением, легко поддается санитарной обра
ботке, не склонна к биопоражению. 

Использование ионообменной, катионоселективной мембраны позволяет 
достигать крайних значений рН за более короткое по сравнению с диафрагма
ми время и проводить работу на интенсивных режимах, т.е. осуществлять про
цесс более быстро и надежно. 

Конструктивно элекролизеры изготовлены так, чтобы можно было легко 
осуществлять замену электродов и мембран, а также варьировать расстояния
ми между электродами, увеличивая или уменьшая катодные и анодные про
странства. Депротеинирование в катодных и деминерализация в анодных каме
рах происходит одновременно в режиме противотока. Продолжительность от
дельных операций, температура, параметры электрического тока (сила тока, 
напряжение) могут регулироваться в широких пределах соответствующими 
контрольно-измерительными приборами, расходомером, регулирующим и ис
полнительным органами подачи суспензии в электролизеры. Все системы упра
вления выведены на отдельный щит. 

Определены производительность модуля, его технические и технико-эконо
мические характеристики. Решены вопросы утилизации газообразных выбро
сов и сточных вод, для чего предусмотрены использование скруббера, приточ-
но-вытяжной вентиляции, нейтрализация стоков смешением в баке-накопителе 
щелочных и кислых отработанных растворов. 

Габариты модуля установки: 4 х 2,2 х 2,5 м, занимаемая площадь - 20 м2, 
расход электроэнергии (220/380 В, 50 Гц) - 20 кВт/ч, производственная мощ
ность - 1,5 т хитина в год. 

Эксплуатация установки показала стабильную работу всех узлов и аппара
тов, обеспечивающих достижение оптимальных параметров в соответствии с 
разработанными: технологической инструкцией, технологическим регламен
том, инструкцией по эксплуатации установки. 

Созданная установка позволяет сократить число единиц оборудования и 
снизить временные затраты на технологические процессы за счет проведения 
депротеинирования и деминерализации, отбеливания в одном аппарате, повы
сить износоустойчивость технологического оборудования и снизить фактор 
экологического риска вследствие исключения использования агрессивных 
сред - кислот и щелочей, уменьшить расход воды и других вспомогательных ма
териалов, оперативно изменять производительность путем компоновки участка 
из различного числа модулей в зависимости от наличия сырья и требуемого ко
личества готового продукта. 

Малые габариты установки позволяют осуществить ее изготовление в кон
тейнерном варианте, а это, в свою очередь, производить хитин в любом регио
не и особенно в местах переработки ракообразных. 

ПРАКТИЧЕСКОЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ХИТИНА 
И ПРОДУКТОВ КОМПЛЕКСНОЙ ПЕРЕРАБОТКИ ХСС 

Хитин, полученный электрохимическим способом, представляет собой вы
сокомолекулярный биополимер в виде хлопьев размером до 2 мм или порошка 
белого цвета без вкуса и запаха с содержанием: влаги 8-10%, золы 0,3-0,5%, об
щего азота 6,2-6,4%, основного вещества 85-90%. 

На хитин, очищенный электрохимическим способом и получивший коммер
ческое название "Хитинэл" разработана и утверждена нормативная документа
ция - технологическая инструкция по его производству и ТУ 9289-005-004 



72437-2000 "Хитинэл". Имеется гигиеническое заключение Центра санитарно-
эпидемиологического надзора в г. Санкт-Петербурге № 78.1.6..928П9992.12.00. 
от 13.12.2000 г. 

Хитинэл предназначен для использования в качестве полуфабриката при 
производстве хитозана и других производных хитина, а также самостоятельно
го готового продукта в различных отраслях народного хозяйства, для которых 
приемлемы его физико-химические и органолептические характеристики. 

Учитывая имеющиеся сложности в реализации хитин/хитозановых биополи
меров отечественными отраслями промышленности и отсутствие практических 
рекомендаций по использованию хитина и продуктов комплексной переработки 
ХСС, полученных электрохимическим способом, были проведены работы по изу
чению возможных направлений их использования [32-37]. В частности, были про
ведены исследования по использованию хитина, очищенного электрохимическим 
способом, в медицинских целях. На базе Санкт-Петербургской академии последи
пломного образования под руководством проф., д.м.н. С.А. Симбирцева и д.м.н. 
Н.А. Белякова были произведены оценка токсических свойств хитина и исследо
вания по использованию его в качестве биосорбента [32]. 

Определения сорбционных свойств хитина проведены в стендовых услови
ях in vitro и in vivo на мелких (мыши и крысы) животных. В качестве маркеров 
интенсивности поверхностной активности сорбента определяли динамику пока
зателей концентрации среднемолекулярных фракций, олигопептидов, мочеви
ны, ионов кальция, т.е. компонентов, способных накапливаться во внутренних 
средах организма при тяжелых заболеваниях и оказывать влияние на течение и 
исход патологии. 

Определение острой и хронической токсичности хитина, очищенного 
электрохимическим способом, осуществлялось согласно Требованиям к док
линическому изучению общетоксического действия новых фармакологиче
ских веществ, одобренных Фармакологическим комитетом Минздрава РФ. 
Полученные результаты сопоставляли с результатами аналогичных экспери
ментов с хитином, очищенным традиционной кислотно-щелочной обработ
кой. Результаты определения сорбционных свойств хитина в стендовых испы
таниях in vitro показали, что хитин связывает на своей поверхности из поли
компонентного раствора среднемолекулярные фракции, олигопептиды, креа
тин, мочевину, холестерин, триглицериды. Не зафиксировано сорбции круп
номолекулярных белков и ионов натрия, отмечена слабая адсорбция ионов ка
лия и умеренная - ионов кальция. 

При добавлении сорбента к взвеси микробных тел Е. Coli, St. aureus, С. albi
cans сорбция микробных клеток составляла 55-65%. 

Оценка токсичности хитина in vitro осуществлялась в двух сериях экспери
ментов: потребление хитина с кормом из расчета 0,5 г/кг условной массы жи
вотного; внутрибрюшинное вшивание энтеросорбента при дозе препарата 
20 г/кг условной массы животных. 

Результаты наблюдения при определении острой и хронической токсичности 
хитина показали, что животные охотно поедали пищу и их общее состояние не на
рушалось - не наблюдалось изменений в органах животных, составе артериальной 
крови, метаболизме почечной ткани, не менялось содержание в крови лейкоцитов 
и тромбоцитов, оставались в норме другие жизненно важные показатели. Не бы
ло обнаружено токсического действия и при введении хитина в брюшную полость 
животного в дозах, в 40 раз превышающих терапевтическую. 

Исследования сорбционной способности хитина на фоне развития патологиче
ских состояний, сопровождающихся эндоксимией, выявили, что применение хити-



на уменьшает в крови содержание токсичных олигопептидов и других веществ, об
ладающих негативным действием на организм, снижает процент гибели животных 
в два раза по сравнению с контрольными особями, не получавшими биосорбента. 

Анализ данных, полученных в экспериментах и клинике при пероральном 
применении хитина позволил сделать предположение об участии хитина в по
глощении плазменных компонентов, таких как холестерин, триглицерин, моче
вина, креатинин, серотонин, гистамин и других, что может иметь существенное 
значение в лечении ряда патологических расстройств, связанных с хронически
ми нарушениями деятельности соответствующих органов и систем. 

Оценивая полученные результаты, можно констатировать, что хитин, полу
ченный электрохимическим способом, 
является биологически активным сор
бентом и не обладает выраженными 
остротоксичными свойствами. Прове
денное исследование сорбционной 
способности указывает на присутствие 
активных центров в поверхностных 
структурах очищенного электрохими
ческим путем хитина, способных из
влекать из биологических растворов 
различные биогенные токсины. Такой 
хитин по основным характеристикам 
поглощения близок к хитину, получен
ному традиционным кислотно-щелоч
ным способом. Заметим, что для ис
пользования хитина в медицине весьма 

важна достаточно полная его очистка от белка и остаточных количеств хлора. 
На основании изложенного выше представляется перспективным использова

ние хитина, очищенного электрохимическим способом, в качестве энтеросорбента 
при создании эффективных средств в лечении ряда патологических расстройств. 
По аналогии с активированным углем типа "Ваулен", полифепаном, энтеродезом 
возможными сферами применения хитина в медицине [35] являются: острые и хро
нические инфекционные заболевания желудочно-кишечного тракта; заболевания 
желудочно-кишечного тракта, в основе которых лежат расстройства кинетической 
и ферментативной функции кишечника; поражения гепато-билиарной системы; 
патологические расстройства острого и хронического характера, сопровождающи
еся развитием эндотоксемии (пневмонии, послеоперационных осложнений гнойно-
септического характера, острой и хронической почечной недостаточности и дру
гих); различные нарушения аллергического и обменного характера. Кроме того, 
хитин может быть использован в ветеринарии и животноводстве при инфекцион
ных и неинфекционных диспепсических расстройствах у домашних животных [36]. 

В Институте высокомолекулярных соединений РАН проведены работы по 
определению сорбционных свойств хитина, очищенного электрохимическим 
способом, и хитозана, полученного из него, по отношению к тяжелым металлам 
[37] на примере извлечения ионов Cu(2+) из охлаждающе-смазочной эмульсии и 
ионов из растворов хлористого хрома. Эффективность сорбционной спо
собности хитина и хитозана определялась в зависимости от рН-среды, концент
рации ионов тяжелых металлов в исходных растворах, степени деацетилирова-
ния (СД) хитина, вида сырья, из которого получены данные полимеры. 

На рис. 6 представлены результаты сорбции ионов Cu(2+) хитином и хитоза
ном гаммаруса. Оба сорбента поглощают ионы Cu(2+) , но скорость поглощения 



Таблица 4. Поглощение ионов Си(2+) из охлаждающе-смазывающей жидкости хитозаном * 
различного происхождения 

ими различна. Хитин извлекает медь с меньшей скоростью, и изотерма сорбции 
выходит на насыщение через 3 ч, извлечение при этом составляет 72%. Хито
зан сорбирует медь более интенсивно: 70% ионов извлекается уже за 10 мин, а 
через два часа происходит практически полное поглощение имеющейся в про
бе меди. 

Изучена также кинетика сорбции ионов меди двумя образцами хитозана из 
сырья различного происхождения. В опытах использован хитозан гаммаруса, 
имеющий СД = 0,59 и хитозан креветки с СД = 0,75. 

В табл. 4 представлены абсолютные количества сорбированной меди за 
различное время при концентрации ионов меди 19,7 мг в пробе. 

Из представленных данных видно, то хитозан гаммаруса сорбирует ион ме
ди с большей скоростью, чем хитозан креветки, но величина насыщения у обо
их сорбентов близка друг к другу. Это различие вызвано разной морфологией 
образцов: хитозан гаммаруса имеет рыхлую волокнистую структуру, более до
ступную для ионов меди, в то время как хитозан креветки имел более плотную 
чешуйчатую структуру. Влияние морфологии образцов сильнее влияет на ско
рости сорбции, чем степень деацетилирования. Несмотря на более высокую СД 
хитозан креветки сорбирует меньше меди и его полная обменная емкость не
сколько ниже, чем для хитозана гаммаруса. 

Для изучения сорбции хрома из водных растворов хлористого хрома был ис
пользован образец хитина гаммаруса, имеющий СД = 0,15. Сорбционная способ
ность хитина гаммаруса по отношению к иону Cr(3+) составляла от 0,15 до 
0,39 ммоль/г, что близко к сорбционной емкости хитина краба, полученного 
традиционным кислотно-щелочным способом. Для изучения сорбции Cr(3+) хи
тозаном был взят образец с СД = 0,79. Выявлено, что наибольшее количество 
хрома (до 85%) извлекается за первый час сорбции, максимум которой достига
ется за 4 ч и составляет 95%, дальнейшее увеличение времени сорбции не ска
зывается на количестве извлеченного хрома. Аналогичная зависимость наблю
далась при сорбцииCr(6+) крабовым хитозаном. 

Сорбция хрома и меди хитином и хитозаном, полученными электрохимиче
ским способом, находятся на уровне сорбции хитином и хитозаном из других ви
дов сырья (краба, криля), изготовленных по традиционной технологии [38-41], 
и они могут быть рекомендованы для извлечения ионов тяжелых металлов. 

Следует отметить, что хитозан гаммаруса благодаря особенностям морфо
логии волокон и физико-химических свойств обладает более высокой сорбци
онной способностью, чем хитозан из других источников сырья, что следует учи
тывать при конкретном его использовании. 

Совместно с Институтом медико-биологических проблем и Институтом 
питания АМН РФ проведены исследования по изучению химического состава, 
усвояемости, пищевой ценности и безопасности жидких белковых гидролиза-



тов и сухих белковых концентратов, полученных электрохимическим спосо
бом. Во всех образцах определялось содержание белка, общего, белкового и 
небелкового азота, липидов, углеводов, золы, железа, а также токсичных эле
ментов, нитратов, нитритов, нитрозаминов, пестицидов в соответствии с Гиги
еническими требованиями к качеству и безопасности продовольственного сы
рья и пищевых продуктов. 

Исследования биологической ценности белковых гидролизатов и концент
ратов, полученных электрохимическим способом, показали, что включение их 
в рацион кормления животных (крыс) в качестве единственного источника бел
ка, выявили их безвредность. Установлено, что величина усвояемости рациона 
с включением данных белковых продуктов превышает 86%, при этом чистая ус
вояемость белка составляет более 90%. 

На основании заключения Института питания органами Государственного 
Комитета санитарно-эпидемиологического надзора РФ выдан гигиенический 
сертификат (NI-II-111122 от 25.02.93) на белковый гидролизат пищевой, полу
ченный электрохимическим способом. 

По результатам исследований пищевой ценности белковые гидролизаты и 
концентраты рекомендованы к использованию в питании населения в качестве 
пищевых добавок. 

Высокая влаго- и жироудерживающая способности позволили рекомендо
вать их к использованию в рецептурах фаршевых рыбных продуктов, колбас, 
сосисок, паштетов и т.п., а высокая жироэмульгирующая способность делает 
перспективным их использование при производстве соусов, кремов, майонезов. 
На Мурманском рыбокомбинате были апробированы технологии получения 
различных продуктов с использованием белковых гидролизатов, концентратов, 
изолятов, полученных электрохимическим способом. Разработано четыре вида 
майонезов, в рецептуре которых исключены желтки куриных яиц и снижено со
держание растительного масла за счет введения сухих или жидких белковых 
гидролизатов. 

В результате использования белковых веществ, полученных электрохими
ческим способом, и сокращения на 30-45% расхода растительного масла возрас
тает биологическая и питательная ценность майонезов за счет увеличения со
держания белка при снижении липидной и холестериновой составляющих. Май
онезы с использованием рыбных белковых добавок отличаются улучшенным, 
по сравнению с традиционным, внешним видом, более плотной, однородной и 
стабильной консистенцией, пониженным привкусом растительного масла. 

Сухой белковый гидролизат был использован также при изготовле
нии бульонного концентрата "Рыбацкий" выпускаемого в виде таблеток по 
ТУ 15-02-389-82. Отмечена его высокая технологичность - таблетки имели 
правильную геометрическую форму, требуемую плотность, хороший внеш
ний вид, отличались полной растворимостью в горячей воде, бульон превосхо
дил по запаху, вкусу и цвету бульоны из таблеток, изготовленных по традици
онной технологии. 

* * * 

Разработаны научные и практические основы новой технологии получения 
хитина, базирующейся на использовании в качестве технологических сред элек
трохимически активированных растворов. 

Электрохимическая активация как новая отрасль прикладной электрохи
мии позволила изменить подход к выбору и получению экстрагирующих и гид-



ролизующих реагентов и пересмотреть концепцию обеспечения экологической 
безопасности производства хитина. 

Важными преимуществами электрохимического способа получения хитина 
по сравнению с традиционным являются: исключение из технологических про
цессов использования агрессивных химических реагентов (кислот и щелочей) и 
ферментов за счет осуществления стадий депротеинирования и деминерализа
ции слабоминерализованными (разбавленными) электрохимически активиро
ванными водными растворами; максимальное извлечение белковых и мине
ральных компонентов за счет осуществления реакций на клеточном уровне 
благодаря способности активированных растворов проникать через биологиче
ские мембраны в межмолекулярные пространства веществ и тем самым повы
шать растворимость труднорастворимых соединений и усиливать экстракцион
ную активность технологических растворов; возможность направленного изме
нения в широких пределах кислотно-щелочных, окислительно-восстановитель
ных, каталитических свойств активированных растворов путем изменения ре
жимов электрохимического синтеза, состава и содержания неорганических со
лей и получения хитина с регулируемыми молекулярной массой и другими фи
зико-химическими свойствами; обеспечение более высоких функциональных 
свойств получаемых продуктов за счет проведения технологических процессов 
в более мягких щадящих условиях: при более низких температурах, мень
шей продолжительности, при более низких концентрациях ОН--ионов по срав
нению с растворами NaOH и т.п. возможность осуществления технологических 
процессов: экстрагирование, гидролиз и осаждение белковых веществ (в случае 
получения белковых изолятов), деминерализация и отбеливание панциря, анти
микробное и антиоксидантное воздействие на сырье и готовые продукты в од
ном аппарате, непосредственно анодных и катодных камерах электролизных 
установок; значительное сокращение единиц оборудования, повышение его из
носоустойчивости, уменьшение расхода воды и других вспомогательных мате
риалов; максимальное использование всех ценных компонентов хитинсодержа-
щего сырья путем комплексной его переработки с получением в одном техно
логическом цикле хитина, белковых гидролизатов, липидов, минерализованно
го остатка; возможность оперативного изменения производительности участка 
путем использования различного числа модулей установки и изготовления ее в 
контейнерном варианте, что создает возможность производства хитина в лю
бом регионе, в том числе и в местах добычи и переработки ракообразных. 

Полученный электрохимическим способом хитин представляет собой высо
комолекулярный биополимер в виде хлопьев или порошка белого цвета без 
вкуса и запаха и может использоваться в качестве готового продукта или полу
фабриката для получения хитозана и других его производных. 

Проведенные исследования по практическому использованию хитина, очи
щенного электрохимическим способом, показали, что хитин обладает высоки
ми сорбционными способностями и может использоваться в качестве сорбента 
тяжелых металлов и энтеросорбента при создании эффективных средств в ле
чении различных патологических расстройств организма человека и домашних 
животных. 

Полученные в результате депротеинирования хитинсодержащего сырья 
белковые гидролизаты и изоляты обладают высокими функциональными свой
ствами - влаго- и жироудерживающей, жироэмульгирующей способностями и 
рекомендованы к использованию в качестве пищевой добавки в фаршевые 
рыбные продукты, колбасы, сосиски и т.п. или в виде основы для производства 
различных соусов и кремов. 



На продукты, полученные электрохимическим способом, разработана и ут
верждена нормативная документация (ТИ, ТУ, технологические регламенты), 
имеются соответствующие гигиенические сертификаты и заключения. 

В целом разработанная электрохимическая технология позволяет интенси
фицировать, упростить, повысить экономическую эффективность и улучшить 
экологическую ситуацию производства хитина. 
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Процесс получения хитина из панцирьсодержащего сырья (ПСС) заключа
ется в удалении из последнего минеральных солей, белков, липидов, пигментов, 
поэтому качество хитина и хитозана зависит во многом от способа и степени 
удаления этих веществ, а также от условий проведения реакции деацетилирова-
ния. Требования к свойствам хитина и хитозана определяются областями их 
практического использования, которые весьма разнообразны. На конференци
ях в Таиланде (1996) и в Москве (1999) и др. обсуждалась проблема унификации 
свойств этих полимеров, однако не было выработано единого решения. В Рос
сии, как и в других странах, нет единого стандарта, но существует деление на хи
тин и хитозан технический, промышленный, пищевой и медицинский. 

Для упрощения идентификации образцов хитина и хитозана необходимо со
здать номенклатурную систему. В результате обсуждения этой проблемы [1-3] 
предложена следующая система [4]. 

1. Деление на хитин и хитозан следует проводить на основании растворимо
сти или нерастворимости получаемого полимера в 0,1М уксусной кислоте. 

2. В литературе встречается большое количество терминов и условных обо
значений показателя мольного содержания фракции 2-ацетамидо-2-дезокси-D-
глюкозы, (степень деацетилирования, уровень деацетилирования, % деацетили-
рования, степень N-ацетилирования, уровень N-ацетилирования). С целью уни
фикации и упрощения представления результатов исследований предлагается 
использовать символ Fa, показывающий мольное содержание фракции 2-ацет-
амида-2-дезокси-D-глюкозы. В тех случаях, когда необходимо представить 
мольное содержание фракции 2-амино-2-дезокси-D-глюкозы, следует исполь
зовать символ Fd или, что более предпочтительно, 1-Fa. 

3. Если значение Fa известно, оно должно быть указано в скобках после на
звания образца, например хитин[0,94], хитозан[0,25]. 

4. Если процесс деацетилирования осуществлялся в гомогенных условиях, 
то полученный продукт дополнительно помечается курсивной буквой "h" 
(homogeneous), например, хитозан[0,5h], в отличие от хитозана, полученного ге
терогенным деацетилированием - хитозан[0,5]. При известном распределении 
двух ко-мономеров вдоль цепи применяют курсивные буквы: г (random), 
Ъ (block), a (alterating). 

5. Следует указывать различие между хитозанами, полученными прямым 
деацетилированием хитина и повторным N-ацетилированием хитозана (N-аце-
тилхитозан). Для N-ацетилхитозана значение Fa представляют в двух частях, 
например, N-ацетилхитозан[0,10/0,4h]. Первая цифра указывает на значе
ние Fa исходного хитозана, вторая цифра показывает величину, на которую 
произошло увеличение значения Fa в результате процесса N-ацетилирования. 
Таким образом, N-ацетилхитозан[0,1/0,4h] представляет собой хитозан со зна
чением Fa = 0,5, полученный в условиях гомогенного N-ацетилирования хито
зана [0,1] и первоначально приготовленный в условиях гетерогенного деаце
тилирования. 
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ПОЛУЧЕНИЕ ХИТИНА 

Базовым способом является химический, заключающийся в проведении ста
дии депротеинирования, деминерализации и депигментации с помощью химиче
ских реагентов - кислот, щелочей, перекисей и др. Широко используются био
технологические методы, основанные на применении ферментных препаратов 
и протеолитических бактерий, разработаны также новые физико-химические 
методы получения хитина. 

Упрощенная схема получения хитина приведена на рис. 1. 
В зависимости от вида сырья и требуемого качества хитина, а также полу

чаемых из него продуктов количество и последовательность операций, пред
ставленных на рис. 1, могут быть различными. 

Химический способ. Условия депротеинирования (ДП) варьируются от наи
более щадящих, например, обработка 0,1М Na2CO3 + мыло до достаточно жест
ких - 5,0М NaOH, предпочтительные продолжительность процесса 4-6 ч при 
температуре - 100 °С. Однако наиболее распространенные условия - 1,0М 
NaOH, t = 100 °С, г = 0,5-72 ч [4]. Очевидно, что большая жесткость условий об
работки должна вести к деградации цепи хитина и/или частичному деацетили-
рованию (ДА). Кроме того, в процессе щелочной обработки белок подвергает
ся значительной физической и химической модификации. Так, например, на
блюдается изменение растворимости, гидролиз, отщепление боковых цепей 
аминокислотных остатков, включение новых соединений в белковые молеку
лы, рацемизация аминокислот, модификация и удаление небелковых групп в 
молекулах белка [5]. Ухудшение качества белка усложняет проблему его даль
нейшего использования. Дезагрегация молекул белка приводит к неполному 
его выделению из раствора при изоэлектрическом осаждении. Денатурирован
ные белки значительно труднее расщепляются ферментами, понижается их пи
тательная ценность, могут появляться токсические свойства. 

Для интенсификации процесса щелочного гидролиза белковой части панци
ря при более низких концентрациях щелочи применяют поверхностно-актив
ные вещества (ПАВ). Например, в 
способе получения хитина из панциря 
криля, разработанном Гамзазаде и др. 
[6], ДП неизмельченного панциря осу
ществляют в 1-5%-ном растворе 
NaOH с добавлением ПАВ анионного 
типа при комнатной температуре в те
чение 6-8 ч. Применение ПАВ позво
ляет снизить концентрацию щелочи. 
При этом наряду с эффективным уда
лением белка наблюдается дополни
тельное экстрагирование красящих 
веществ и липидов. 

Последующую деминерализацию 
(ДМ) обычно проводят обработкой 
НС1 при нормальной температуре для 
минимизации риска гидролиза хитино
вой цепи. Используют широкий диапа
зон концентраций кислоты, темпера
туры и продолжительности обработ
ки - от 0,3 М НС1 при нормальной тем- 



пературе в течение 16 ч до 2,0М НС1 при нормальной температуре в течение 
48 ч или 11,0М НС1 при -20 °С в течение 4 ч [7-10]. Применение растворов ки
слот высокой концентрации может приводить к частичной деструкции и ДА хи
тина и, следовательно, к снижению вязкостных характеристик хитозана, а чем 
мягче условия обработки, тем более высокомолекулярный хитин может быть 
получен [10]. Имеются данные о том, что наличие в хитине ионов кальция по
вышает вязкость хитозана, что связано с увеличением термостабильности хити
на [11]. Однако слишком мягкие условия могут привести к неполной ДМ. 

В качестве альтернативы НС1 применяют муравьиную, азотную или серни
стую кислоты и др. Например, возможно использование сернистой кислоты 
[12], которая в присутствии избытка солей кальция образует Ca(HSO3)2, легко 
вымываемый водой, при этом сернистая кислота может быть регенерирована в 
две стадии 

Поэтому весь процесс эквивалентен деминерализации серной кислотой, кото
рая значительно дешевле соляной. 

Деминерализацию по методу Horowits, Rosoman и Blumental [13] проводят 
90%-ной муравьиной кислотой в течение 18 ч при комнатной температуре, а за
тем осуществляют ДП 10%-ным гидроксидом натрия в течение 2,5 ч на паровой 
бане. 

Для мягкой деминерализации было предложено использовать ЭДТА [14]: 
крупные фрагменты панциря краба Canser pagurus подвергали длительному 
воздействию ЭДТА в течение 2-3 недель при рН9,0; измельченный панцирь с 
размером частиц 1-10 мм обрабатывали быстрее, в некоторых случаях за 
15 мин. Полученный хитин содержал до4,5% золы и около 5% белка. Для бо
лее полного удаления минерального остатка требуется дополнительная обра
ботка кислотой в мягких условиях. 

Простейшим методом обесцвечивания хитина является процесс отбелива
ния Н2O2 или NaOCl, однако подобные отбеливающие агенты вызывают дегра
дацию цепи полимера. Так при использовании Н2O2 относительная вязкость хи
тозана снижается с 226 до 151,5 и до 98 при проведении отбелки после стадии 
ДМ и ДП, соответственно. Отбеливание после стадии ДА приводит к получе
нию хитозана с вязкостью 1,35, поэтому его лучше проводить как можно рань
ше по ходу технологической цепи [9]. 

Для щадящего отбеливания предложен способ, исключающий использова
ние кислородактивных окислителей и кислых сред и основанный на примене
нии гидросульфита натрия (0,25-0,5%) при нормальной температуре. Это позво
лило получать хитин белоснежного цвета с сохранением концевых звеньев по
лимера и исключило вторичную пигментацию продукта при переводе его в хи
тозан [15]. Кроме того, для обесцвечивания используют 95%-ный этанол, пер-
манганат калия, уксусно-этиловый эфир [13, 16]. 

К достоинствам химического способа получения хитина относятся: высокие 
степени ДП и ДМ хитина; небольшое время обработки сырья; относительная 
доступность и дешевизна ДП- и ДМ-агентов. 

Недостатками химического способа получения хитина являются: экологи
ческая опасность из-за использования концентрированных реагентов и образо
вания больших объемов кислотно-щелочных, солевых и органических стоков; 
необходимость использования достаточно концентрированных растворов хими-



ческих реагентов, вызывающих ухудшение качества целевых продуктов, что 
обусловлено процессами деструкции хитина, гидролиза и химической модифи
кации белка и липидов; возможность использования только коррозионно-стой-
ного оборудования; большой расход воды на технологические нужды и много
кратные промывки. 

Биотехнологические методы. Использование ферментов для удаления оста
точного белка изучено достаточно детально. Эти работы обобщены СВ. Нем-
цевым в обзоре [17]. Наиболее оправданным является использование активно
го комплекса протеолитических ферментов самого криля - автопротеолиз [18]. 
ДП панциря осуществляется смешиванием целого криля с отходами в соотно
шении 1:2. Процесс ведут при 50 °С и перемешивании в течении 5 ч. Получен
ный в результате хитин содержит до 12% белка, что требует дополнительного 
ДП. Кроме того, присутствующие в ферментативном комплексе криля хитина-
зы могут снижать молекулярную массу хитина, что обусловливает получение 
хитозанов пониженной вязкости. 

Для достижения более высокой степени ДП более эффективными предста
вляются способы, предусматривающие применение ферментов и ферментных 
препаратов микробиологического и животного происхождения. Методы [17] 
предполагают получение хитина из панциря королевского краба с применени
ем папаина и протеаз. Панцирь декальцинируют в ЭДТА при рН10,0 и нормаль
ной температуре, депротеинируют протеиназой тунца при рН8,6 и 37,5 °С; па-
паином при рН5,5-6,0 и 37,5 °С или бактериальной протеиназой при рН7,0 и 
60 °С в течение около 60 ч. Остаточное содержание белка в хитине составляет 
около 5%. Более полное удаление белка возможно при действии додецилбензо-
сульфоната натрия или диметилформамида. 

Разработаны способы проведения ДП ПСС и более дешевыми, выпускае
мыми промышленностью ферментными препаратами, такими, как панкреатин, 
кислые протеиназы Г10Х, щелочные протеиназы Г20Х [19]. Способ Рогожина, 
описанный в [6], предусматривает одновременное проведение деминерализаии и 
депротеинирования хитина с применением кислых протеиназ при рН 1,5-4,5 и 
температуре 15-60 °С в течение 1-48 ч. Полученный таким образом хитин не 
содержит золы, а остаточное содержание белка составляет 5-8%. 

Для более глубокого ДП панциря ракообразных эффективным представля
ется способ, предложенный Simahare и др. [20], где используют активный штамм 
протеолитических бактерий Pseudomonas maltophilia. Панцирь предварительно 
декальцинируют 2N соляной кислотой в течение 48 ч при нормальных услови
ях, измельчают до размера частиц 0,5 см2. Культуральную среду готовят внесе
нием 0,8 г панциря в 80 мл 0,2%-ного раствора К2НРO4, рН раствора доводят до 
7,0 соляной кислотой, P. maltophilia засевают в колбу, инкубируют при 30 °С и 
взбалтывают. По окончании инкубации хитин промывают водой. Остаточное 
содержание белка снижается в хитине до 1 %. 

В работе Розенталя [19] описан способ ДП хитина криля свежевыделенной 
культурой В. subtilis, позволяющий достичь степени гидролиза белка 98% за 
1,5 сут, причем полученный хитин содержит менее 1 % белка. 

Наиболее интересным направлением получения хитина из панциря ракооб
разных является процесс молочнокислой ферментации, предложенный Hall 
и др. [21]: тщательно измельченный панцирь инокулируется культурой, произ
водящей молочную кислоту, добавляется источник углеводов, смесь перемеши
вают. В ходе ферментации идет синтез молочной кислоты, который приводит к 
снижению рН и, как следствие, к растворению СаСОэ, в то же время происхо
дит удаление остаточного белка из панциря под действием протеолитических 



ферментов. После ферментации содержимое реактора разделяют на обогащен'" 
ный белком раствор и твердый хитин, из которого удалено около 7% белка и 
35% кальциевых солей. 

По технологии, предложенной в [22], в результате молочнокислой фермен
тации отходов креветки достигается степень ДП и ДМ хитина 90 и 80% соответ
ственно на шестой день обработки. 

Хитин, полученный молочнокислым брожением, может быть доочищен 
стандартными обработками NaOH и НС1, но с гораздо меньшими затратами ре
активов. Так при ферментативной обработке отходов креветки бактериями 
Lactobacillus plantarum [23] использовалось дополнительное ДП 2%-ным раство
ром NaOH в течение 24 ч при нормальных условиях и ДМ 2%-ным раствором 
НС1 в течение 24 ч. 

Buatista et al. [24] предложили проводить ДМ хитинсодержащих продуктов 
одновременно с процессом получения уксусной кислоты бактериями Lactococ-
cus lactis и Clostridium formicoaceticum. Полученный хитин, содержавший до 3,3% 
белка и 4,1% золы, подвергали дополнительной обработке 0,25М NaOH и рас
твором NaOCl при нормальных условиях в течение 6 ч. В результате содержа
ние белка и золы снижалось до 0,8 и 2,0% соответственно. 

Таким образом, можно перечислить целый ряд достоинств биотехнологи
ческих способов депротеинирования и деминерализации хитина [19, 23, 25]: 
1) используются "щадящие" условия, что позволяет сохранить в наибольшей 
степени нативные свойства хитина и белка и получаемые при этом белковые 
продукты практически не содержат хлорида натрия, присутствие которого не
избежно в случае применения кислотно-щелочных растворов; 2) использова
ние ряда ферментных препаратов делает возможным совмещение нескольких 
операций, что упрощает процесс; 3) уменьшается, по сравнению с кислотно-
щелочным способом агрессивность реакционной среды, что, в свою очередь, 
снижает затраты на оборудование и увеличивает срок его службы; 4) возмож
но осуществлять производство хитина в судовых условиях непосредственно в 
месте вылова сырья. 

Однако биометоды не лишены существенных недостатков: 1) невысокая 
степень депротеинирования хитина даже при применении нескольких последо
вательных обработок в свежеинокулированных ферментах, что связано с при
сутствием части белка внедоступной для протеолитических ферментов форме; 
2) многостадийность и длительность обработки; 3) использование дорогостоя
щих ферментов или штаммов бактерий; 4) необходимость обеспечения стериль
ности производства. 

Электрохимический способ. Альтернативой химическому и биотехнологи
ческому способам является электрохимический способ, позволяющий в одном 
технологическом процессе получать хитин достаточно высокой степени очист
ки и ценные в пищевом отношении белок и липиды [26, 27]. 

Целесообразность обработки биологического сырья продуктами электро
лиза воды была показана в 1980-х гг. в трудах Казанского химико-технологиче
ского института [28-30]. В институте "Гипрорыбфлот" в 1990-х гг. были прове
дены исследования электрохимически активированных водно-солевых раство
ров - католита и анолита в качестве экстрагирующих систем для ДП и ДМ пан
циря гидробионтов. Однако из-за быстрой релаксации окислительно-восстано
вительного потенциала и низкой концентрации Н+- и ОН--ионов (0,1-0,2%) дан
ная технология позволяла экстрагировать лишь 25-30% белков без разрушения 
клеточной структуры ткани [31]. В дальнейших исследованиях было предложе
но обрабатывать диспергированное сырье в виде водно-солевой суспензии не-



посредственно в электролизерах при воздействии постоянного электрического 
поля и последующего нагрева. Оптимизация процесса позволила достичь прак
тически полного выделения белка (в виде белкового раствора), липидов и кост
ной (в случае рыбного сырья) или покровной панцирной (в случае ракообраз
ных) ткани. Все продукты, получаемые по электрохимической технологии, 
имеют коммерческое название с окончанием "-эл", например, хитинэл. 

Известно, что электрофизические и электрохимические методы воздей
ствия на биологическое сырье в ресурсосберегающих технологиях весьма эф
фективны [32]. Они обеспечивают прямое воздействие электрического поля 
непосредственно на объект биологического происхождения и среду без про
межуточной трансформации энергии. Это позволяет более тонко регулиро
вать процессы, упрощать их автоматизацию (в связи с безынертностью упра
вления потоком заряженных частиц) и при этом расходовать небольшое ко
личество энергии. 

Сущность технологии получения хитина заключается в проведении стадий 
ДП, ДМ и обесцвечивания ПСС в виде водно-солевой суспензии в электролизе
рах оригинальной конструкции под действием электромагнитного поля, напра
вленного потока ионов и образующихся в результате электролиза воды Н+- и 
ОН--ИОНОВ и ряда низкомолекулярных продуктов, обусловливающих кислую и 
щелочную реакцию среды и ее окислительно-восстановительный потенциал со
ответственно [26, 27]. 

Из-за полярности молекулярной структуры и гетерогенности электрофизи
ческих свойств ПСС под действием электромагнитного поля легко поляризует
ся, заряжается и поддается его силовому воздействию. В результате ускоряют
ся все процессы массопереноса (экстрагирование, диффузия), изменяется кле
точная структура, что выражается в увеличении проницаемости или разруше
нии клеточных мембран и агрегации внутриклеточного содержимого, и возрас
тает интенсивность физических и химических превращений. 

Комплексное воздействие перечисленных факторов на ПСС позволило: до
стичь глубокого депротеинирования и деминерализации в значительно более 
мягких условиях, чем при кислотно-щелочной технологии и получить хитин, 
белки и липиды не только с высоким выходом, но и с максимально возможным 
сохранением их нативной структуры и свойств; достичь требуемой степени очи
стки хитина при однократном проведении стадий депротеинирования и демине
рализации; существенно упростить технологическую схему - стадию обесцвечи
вания стало возможным осуществлять одновременно с деминерализацией, под 
действием низкомолекулярных продуктов, выделяющихся при электролизе од
новременно с Н+-ионами; исключить промывки материала водой до нейтраль
ной реакции среды между стадиями, так как нейтрализация происходит при по
следующей обработке в электролизере. 

Не менее существенным достоинством электрохимической технологии 
стала возможность осуществлять химическую модификацию и деструкцию 
хитина во время его получения или дополнительной обработкой продуктами 
электролиза [33]. 

Первичное депротеинирование сырья (рис. 2) осуществляется католитом -
раствором электролита, являющимся отходом от стадии вторичного депротеи
нирования предыдущей порции сырья в электролизере. В результате весь экст
рагированный белок оказывается в конечном продукте - белоксодержащем 
растворе, названном протеинэлом. Этот продукт обладает ценными пищевыми 
и функциональными свойствами, что делает его перспективным для использо
вания в качестве пищевой добавки в фаршевые, кондитерские изделия, майоне-



Рис. 2. Технология получения хитинэла и хизитэла электрохимическим способом 

зы и т.д. Получены положительные результаты по применению его в качестве 
основы микробиологических питательных сред 15}. 

При электрохимическом способе ДП панциря на степень экстрагирования 
белков, кроме значения рН и ионной силы определяющее значение имеют вос
становительные свойства экстрагентов, величина которых, выраженная через 
окислительно-восстановительный потенциал Eh, должна быть не выше минус 
620 мВ [5]. 

Процесс электрохимического экстрагирования белков при столь низких кон
центрациях гидроксидионов (0,1-0,2%) основан на способности восстановителей, 
образующихся в результате электролиза воды (Н+, Н2), вызывать в белках раз
рыв дисульфидных связей -S-S- и переводить в раствор щелочерастворимую 
фракцию белков [5]. На этом основано преимущество электрохимического спо-



Таблица 1. Физико-химические и биохимические характеристики хитинов, % 

соба перед традиционной щелочной обработкой (1N NaOH), при которой в бел
ках происходит разрыв преимущественно -C-S-связей [34], и в продукте образу
ются побочные примеси, исключающие возможность его дальнейшего использо
вания. Стадия обработки ПАВ необходима для обезжиривания сырья, при этом 
использование органических растворителей нецелесообразно, так как увеличива
ет класс пожароопасности производства. Хитин, получаемый без обезжиривания, 
при ДП содержит много (15-25%) липидов, что обусловлено низкой концентраци
ей ОН--ИОНОВ по сравнению с кислотно-щелочными методами. 

Побочным продуктом электрохимической переработки ПСС является рас
твор электролита - анолитэл, получаемый после стадии ДМ сырья в электро-
лизаторе. Анолитэл обладает дезинфицирующими свойствами, его биоцид-
ность - 700 ед. кратности, что в 150-300 раз выше, чем биоцидность широко ис
пользуемого для этой цели гипохлорита натрия. Анолитэл применяют в качест
ве моющего, дезинфицирующего и стерилизующего раствора в пищевой про
мышленности для увеличения сроков хранения мясопродуктов при консервации 
силоса, и др. 

Анализ качественного и количественного состава хитинэла (см. табл. 1) по
зволяет заключить, что он пригоден для использования во всех известных для 
хитина областях применения. Следует отметить, что при необходимости полу
чения хитина особо чистого, например, с содержанием минерального остатка 
после прокаливания менее 0,1%, необходимо вводить дополнительные промыв
ки до нейтральной реакции среды после стадий ДП и активации ПАВ. 

Электрохимическая технология позволяет получать и различные химиче
ские и структурные производные хитина с ценными и оригинальными свойства
ми: низкой молекулярной массой (до 5000), пониженной растворимостью в 
ДМАА (до 10%), повышенной до уровня хитозана сорбционной емкостью 
(2,5 мг-экв/г), усиленными бактерицидными свойствами. Одним из таких произ
водных хитина является хизитэл (см. табл. 1). Он производится по упрощенной 
технологии (см. рис. 2), дешевле хитинэла более чем в 2 раза, при этом его сорб-
ционные свойства на порядок превышают аналогичные характеристики пос
леднего и составляют 80 мг/г для ионов Сu2+ и 100 мг/г для ионов Рb2+ [33]. Хи
зитэл весьма эффективен как средство борьбы с клеточными патогенами. В ви
де добавки в почву (0,5%) он снижает распространение и развитие инфекцион
ных заболеваний сельскохозяйственных растений до 50% [35]. 

Электрохимическая технология получения хитина малоотходна, так как 
стоки образуются только после двух технологических операций: отделения ли
пидов от липидсодержащей эмульсии и промывки хитина в конце технологиче-



ской цепочки. Стоки при смешивании взаимно нейтрализуются до рН 6,5-7,0. 
При электролизе также образуются газообразные продукты (O2 и Н2) в не
взрывоопасном соотношении. При использовании в качестве электролита гало-
генидов, газообразные продукты электролиза улавливаются типовыми ороша
емыми скруберами. 

Таким образом, к преимуществам электрохимической технологии получе
ния хитина относятся: возможность получения в одном технологическом цикле 
всех ценных компонентов сырья с максимальным выходом при сохранении их 
биологических и функциональных свойств за счет щадящих условий обработки; 
исключение необходимости использования кислот, щелочей и ферментов, и, со
ответственно, снижение экологических нагрузок на окружающую среду; сокра
щение расхода пресной воды на промывки; интенсификация процесса; повыше
ние износостойкости оборудования из-за отсутствия агрессивных сред; возмож
ность оперативного изменения производительности и технологической схемы 
процесса; возможность получения широкого спектра производных хитина. 

ПОЛУЧЕНИЕ ХИТОЗАНА 

Среди производных хитина наибольшее распространение имеет хитозан, 
благодаря своей биологической активности, реакционоспособности и техноло
гичности, обусловленной простотой растворения. В основе получения хитозана 
лежит реакция отщепления от структурной единицы хитина - N-ацетил-D-глю-
козамина - ацетильной группы, или реакция деацетилирования, глубину кото
рой принято оценивать по величине степени ацетилирования - Fa или по вели
чине степени деацетилирования (1-Fa). В зависимости от условий реакции полу
чаются хитозаны, существенно различающиеся величиной Fa. 

Реакция ДА наряду с отщеплением ацетильных групп сопровождается одно
временным разрывом гликозидных связей полимера, т.е. уменьшением молеку
лярной массы (ММ), изменением надмолекулярной структуры, степени кри
сталличности и т.д. Таким образом, хитозан представляет собой полидисперс
ный по ММ и по Fa полимер D-глюкозамина, содержащий некоторое количест
во недеацетилированных ацетамидных групп [36], допустимое количество кото
рых строго не определено. Обычно хитозаном называют хитин с Fa < 0,5. 

Стандартного процесса ДА хитина не существует, однако в большинстве 
традиционных способов используются концентрированные растворы NaOH в 
широком диапазоне концентраций (от 35 до 50%), температур (от 20 до 140 °С), 
гидромодулей (от 3:1 до 10:1) и времени обработки (от 0,5 до 10 сут.). 

Процесс ДА хитина имеет ряд особенностей. Например, для получения 
высокодеацетилированного хитозана требуется не менее чем десятикратный 
мольный избыток NaOH, причем процесс ДА наиболее быстро проходит в те
чение 1 ч реакции, когда Fa достигает величины 0,15, далее реакция замедля
ется и достижение меньших значений Fa требует дополнительных воздейст
вий. Столь жесткие условия получения хитозана нежелательны, так как они 
вызывают деструкцию полимера, приводят к изменению его надмолекуляр
ной структуры; экологически небезопасны и существенно увеличивают стои
мость хитозана, ограничивая возможные области его использования. В связи 
с этим важность поиска новых усовершенствованных способов получения хи
тозана очевидна. 

Исследование структуры хитина различными методами ИК-спектроскопии, 
ЯМР, дериватографическим и термическим анализами, микроскопией, рассея-



нием рентгеновских лучей, а также методами сорбции газов и жидкостей [7, 37, 
38] позволило установить, что низкая реакционная способность хитина и необ
ходимость использования жестких условий реакции ДА обусловлены особенно
стями его надмолекулярной и морфологической структуры. Хитин характери
зуется высокой степенью кристалличности (до 85%), стеклообразным состояни
ем аморфной фазы (ТСТ = +55 и +105 °С) [39], развитой системой межмолеку
лярных водородных связей, в которую включены гидроксильные, амидные и 
аминогруппы, а также кислород гликозидных связей, энергия взаимодейст
вия которых близка к 2,8 ккал/моль [7]. Высокая жесткость макромолекул на
ряду с гидрофобностью и не очень высокой пористостью (SУЛ = 5-20 м2/г, 
Vпор по воде - 0.84 см3/г), обусловливают малую доступность реакционных центров 
хитина - ацетамидных групп. Поэтому принято считать, что причиной трудно
сти ДА до Fa < 0,2-0,15 является упорядоченная надмолекулярная структура хи
тина и недоступность всех N-ацетильных групп для действия NaOH, если не ис
пользуются особо жесткие условия [40]. Другая гипотеза предполагает, что хи
тин образует комплекс со щелочью, причем константа скорости реакции ДА 
подобного-хитин-щелочного комплекса много меньше, чем константа скорости 
процесса ДА хитина [41]. 

Следовательно, наиболее рациональный путь уменьшения жесткости усло
вий реакции деацетилирования заключается в воздействии на надмолекуляр
ную структуру и морфологию хитина. Одновременно значительное число работ 
посвящено исследованию влияния температурных и концентрационных параме
тров на процесс ДА. 

ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ РЕАКЦИИ 
НА ПРОЦЕСС ДЕАЦЕТИЛИРОВАНИЯ ХИТИНА 

Температура - решающий фактор, влияющий на глубину ДА хитина, но при 
ее увеличении резко возрастает степень деструкции полимера. Между темпера
турой и скоростью реакции существует прямо пропорциональная зависимость 
[42]. По мере снижения температуры ММ продукта возрастает, но при этом по
лучение образца с заданной степенью ДА требует значительно более длитель
ного воздействия. По-видимому, энергия активации реакции гидролиза ацет
амидных групп ниже, чем энергия активации процесса распада полимера по гли-
козидным связям. 

Результаты исследований [43] по
казывают, что реакция ДА наиболее 
быстро проходит в течение первого 
часа. За это время хитин деацетилиру-
ется примерно на 70% при условии об
работки его 50%-ным раствором 
NaOH. Далее скорость реакции значи
тельно замедляется, и к пятому часу 
степень ДА достигает 80%. Увеличе
ние времени обработки в большей сте
пени способствует снижению ММ и в 
меньшей - Fa. Продолжительность об
работки свыше 1 ч не влияет на вели
чину Fa, в большей степени она зави
сит от концентрации NaOH и темпера
туры [42] (см. рис. 3).  



На степень деструкции хитина существенно влияет среда, в которой прово
дят реакцию ДА, в частности, присутствие в ней кислорода. Замедлить сниже
ние ММ хитозана можно, проводя реакцию в инертной среде азота или аргона, 
а также добавляя улавливатель кислорода, такой, как тиофенол, или восстана
вливающий агент, например, боргидрид натрия для подавления окисления кон
цевых звеньев цепи. Во всех указанных случаях отмечается повышение ММ и 
вязкости хитозанов без снижения степени ДА. Значительную роль играет и сте
пень очистки инертного газа. 

Были предприняты попытки снижения температуры и концентрации NaOH 
при проведении реакции ДА. При температуре 30 °С, концентрации NaOH 
23-33% и гидромодуле 14:1 растворимые в кислоте продукты были получены 
только при продолжительности обработки 6 дней. Увеличение концентрации 
NaOH с 33 до 35 и 39% сокращало время реакции до 5 и 4 дней, соответственно. 
Увеличение гидромодуля также приводило к уменьшению продолжительности 
реакции: при гидромолекуле 56:1 и концентрации щелочи 33% она составила 
только 1 день [31]. 

Для уменьшения концентрации NaOH было предложено смешивать хитин 
с 2-5 частями раствора щелочи или обрабатывать его избытком щелочи, кото
рый затем удаляют фильтрацией или центрифугированием, оставляя 0,5-2,5 ча
сти NaOH на 1 часть хитина [42]. Смесь хитин-щелочь нагревали до 40-80 °С и 
затем до 45-110 °С. 

Мягкие режимы деацетилирования хитина позволяют использовать его для 
приготовления пищевого хитозана с достаточно высокой вязкостью [44]. По
рошкообразный хитин заливали 4-кратным количеством 50%-ного раствора 
NaOH и перемешивали, затем суспензию переливали в противень, подогревали 
до 60 °С и при этой температуре выдерживали в течение 2 ч. В результате об
разовывалась вязкая масса, содержащая около 30% влаги, ее промывали водой 
для удаления щелочи и высушивали. Полученный в результате хитозан имел в 
три раза более высокую вязкость, чем хитозан, приготовленный в обычном же
стком режиме. 

Практически полностью деацетилированный хитозан был получен много
кратными обработками хитина 47%-ным раствором NaOH в течение двух часов 
в атмосфере аргона при 60 °С с промежуточными его промывками кислотой. 
После второго цикла обработки достигалась величина Fa 0,16, а после третье
го - 0,01 при ММ хитозана, равной 500 тыс. [45]. Оптимизация параметров ще
лочного ДА в направлении уменьшения температуры и концентрации щелочи 
позволила получить менее деструктированный хитозан, но при этом (макси
мально достигаемая величина Fa составила 0,15) усложнилась технологическая 
схема и увеличилось общее время процесса. 

Кроме традиционного щелочного способа существуют также способы ДА 
другими агентами. По одному из методов хитин обрабатывали в инертной атмо
сфере гидроксиламином в щелочной среде при рН 13, температуре 100 °С в те
чение 10-20 ч. Основные недостатки этого способа - высокая степень ацетили-
рования получаемого хитозана (Fa = 0,3), длительность обработки, а также де
струкция цепи полимера [17]. Способ ДА хитина гидразингидратом [31] практи
чески лишен этих недостатков. Он предусматривает 2-4-часовую обработку хи
тина гидразингидратом при 120-150 °С. При минимальной деструкции хитина 
достигается степень ацетилирования Fa = 0,03-0,1. Однако этот деацетили-
рующий агент труднодоступен и высокотоксичен. Обработка хитина смесью 
10%-ного раствора NaOH с гидразингидратом обеспечивает получение хитоза
на с ММ = 120-150 тыс. и Fa = 0,05 [46]. 



Известны также ферментативные способы деацетилирования хитина, на
пример применение хитиндезацетилазы из микроорганизма (дрожжей) Absidia 
coerula штамм 5301. Было показано, что 5 кг хитина со значением Fa = 0,85 мож
но перевести в хитозан со значением Fa = 0,35, используя 1 кг мицелия в тече
ние 10 ч [47]. 

Исследования, направленные на интенсификацию процесса ДА хитина воз
действием на его надмолекулярную структуру и морфологию, оказались более 
результативными. 

ВЛИЯНИЕ АКТИВАЦИИ ХИТИНА 
НА ПРОЦЕСС ЕГО ДЕАЦЕТИЛИРОВАНИЯ 

Так как процесс получения хитина всегда сопровождается его ДА и Fa хи
тина часто достигает значений 0,6 (как, например, при получении хитина элек
трохимическим способом), в данном разделе одновременно с действием активи
рующих факторов на хитин будет рассматриваться и их действие на хитозан. 

Возможность воздействия на надмолекулярную структуру в процессе полу
чения хитозана была обнаружена более 40 лет назад при проведении промежу
точных промывок и высушиваний, но не было дано объяснения наблюдаемым 
явлениям. Lusena и Rose [7] показали, что две ДА обработки продолжительно
стью по 0,5 ч в 55%-ном растворе КОН, разделенные промывкой и высушива
нием на воздухе, по эффективности были эквивалентны одному непрерывному 
процессу продолжительностью 15 ч, при этом появлялась возможность полу
чать продукт с более высокой ММ. Было показано, что и в случае растворов 
NaOH [40] наблюдается аналогичная закономерность: применение трех после
довательных обработок продолжительностью по 1 ч 47%-ным раствором 
NaOH при 110 °С дает хитозан со значением Fa = 0,04, тогда как непрерывная 
обработка в течение 4 ч при тех же условиях позволяет получить продукт со 
значением Fa = 0,18. 

Для объяснения эффекта промежуточных промывок и высушиваний было 
предложено две гипотезы. Saito G. [48] предположил, что во время промывок 
концентрация щелочи внутри хитин/хитозановых частиц снижается до концен
трации максимального набухания, которая по аналогии с целлюлозой должна 
быть около 18-20%. Подобное увеличение набухания приводит, в свою очередь, 
к увеличению доступности цепей полимера для следующей ДА обработки. По 
другой гипотезе, промывки и высушивания способствуют разрушению хитин-
щелочного комплекса, делая таким образом N-ацетилированные группы более 
доступными и реакционноспособными для последующих ДА-обработок [41]. 

Процессы щелочного набухания полисахаридов, особенно целлюлозы, де
тально исследованы [49]. Для набухания пригодны растворы и растворители, 
способные не только быстро проникать в капилярно-пористую структуру поли
сахарида, но и термодинамически с ним совместимые. Благодаря этому проис
ходит набухание, в первую очередь, аморфной, а иногда и относительно упоря
доченной фазы. В результате набухания ослабляются внутри- и межмолекуляр
ные связи, повышается подвижность различных структурных элементов, 
аморфная фаза переходит в высокоэластическое состояние что, естественно, 
повышает реакционную способность полимера [50]. 

Сродство полисахаридов, содержащих гидроксильные группы, к щелочи и 
сорбции катионов щелочи на этих группах [51] способствует их набуханию в 
щелочи. Например, активация хитина была осуществлена замораживанием 
предварительно измельченного хитина в 40%-ном растворе NaOH с добавлени-



ем додецилсульфата натрия, что позволило существенно увеличить его реакци
онную способность [52]. Подобно мерсеризации целлюлозы, эффективность 
активации хитина набуханием в щелочи зависит от температуры и концентра
ции последней. Слишком низкая концентрация щелочи обеспечивает лишь на
бухание и разупорядочивание аморфных межфибриллярных областей. Увели
чение концентрации до 17-25% позволяет вовлечь в процесс фибриллы, сферо-
литы и кристаллы, вызывая интеркристаллитное набухание [51]. Понижение 
температуры также способствует активации хитина [17]. Очевидно, что перед 
высокотемпературным ДА в концентрированных щелочных растворах целесо
образно осуществить стадию набухания хитина в 17-25%-ных растворах щело
чи при комнатных условиях в течение 1-3 ч. 

Один из наиболее эффективных способов воздействия на надмолекулярную 
структуру и активацию хитина и хитозана - их переосаждение. Для этого в ка
честве растворителей используют органические амиды в присутствие солей или 
концентрированную фосфорную кислоту; в качестве осадителей - менее поляр
ные и более низкокипящие растворители - хлороформ, спирт, ацетон, гексан 
или щелочь соответственно. Хитозан переосаждается из раствора в кислоте 
раствором щелочи. Данный способ активации основан на известном факте не
полного восстановления системы меж- и внутримолекулярных водородных свя
зей в полисахаридах при переосаждении, и, следовательно, разрушения их над
молекулярной структуры. Это подтверждается, например, видом кривых при 
потенциометрическом титровании хитозана до и после его переосаждения [53]. 
Применяя предварительно переосажденный из раствора в 85%-ной фосфорной 
кислоте хитин, был получен хитозан с ММ 540 тыс. и Fa = 0,22 [54]. Таким об
разом, растворение и последующее переосаждение хитозана также делает 
N-ацетильные группы более доступными. Подобным способом были получены 
полностью деацетилированные хитозаны. Очевидно, что из-за дороговизны ре
активов и длительности процесса переосаждение как способ активации может 
быть использован лишь в лабораторной практике. 

На явлении набухания основаны способы активации хитина и хитозана с ис
пользованием органических веществ, обладающих сродством к полисахаридам, 
достаточной полярностью, нуклеофильностью [55]. Среди исследованных органи
ческих веществ наиболее эффективными оказались жидкие алифатические ами
ны и амиды, этилендиамин, диметилформамид, диметилсульфоксид [51-55]. Эф
фективность их использования обусловлена интеркристаллитным набуханием, ко
торое увеличивается в присутствии кислот (20% СН3СООН или 10% СС3СООН). 
Хотя электронно-микроскопические исследования не показали существенного из
менения морфологии образцов, по данным ИК-спектроскопии, ЯМР-релаксации 
протонов [56] и сорбции паров воды и аргона, можно сделать вывод об увеличе
нии активной поверхности этих полимеров, размера пор, ослаблении межмолеку
лярных связей. Например, у хитозана отмечается увеличение SУД с 0,14 до 19 м2/г и 
снижение степени кристалличности с 70 до 45% в первые двое суток набухания и 
до 20-15% в последующие 7-10 суток, правда, у хитина степень кристалличности 
изменяется меньше [57]. Указанный способ активации имеет существенный недо
статок, связанный с необходимостью удаления активирующей системы много
кратным инклюдированием полимера в менее полярных растворителях с последу
ющей сушкой, что также возможно лишь в лабораторной практике. 

Другое направление исследований в этой области - использование системы 
растворителей, сочетающей в себе водорастворимые (ацетон, изопропиловый 
спирт, тетрабутилацетат) и водонерастворимые (парафиновое масло или диме-
тиловый эфир полиэтиленгликоля) жидкости. Например, при активации хитина 



жидким парафином, гексаном, изопропиловым спиртом, при значительном сни
жении расхода щелочи и понижении деструкции хитина, достигается Fa = 0,08. 
Такие системы служат реакционной средой, обеспечивающей равномерное сма
чивание и смешение хитина со щелочью [17]. 

Прост в реализации, но энергоемок способ активации хитина и хитозана ме
ханическим размолом и экструзией. Давно известен способ диспергирования 
целлюлозы в виброшаровых или ударных мельницах [51]. Применение его для 
активации хитина и хитозана приводит к существенному увеличению дисперс
ности частиц полимеров. Их удельная поверхность, степень кристалличности и 
ММ меняются незначительно. Эффективность размола увеличивается, если его 
осуществлять не "сухим", а "мокрым" способом в среде тех реагентов, которые 
будут использоваться на последующих стадиях переработки полисахаридов, на
пример: диметилформамид, диметилформамид + кислота, изопропанол и др. 
[58]. При этом реагенты не должны содержать воду, так как она вызывает на
бухание и рекристаллизацию макромолекул при сушке полимера. 

Наиболее эффективен в отношении активации хитина и хитозана способ экс-
трузионного размола [59], сочетающий воздействие на полимер сдвиговых де
формаций и высокого давления. При этом происходит аморфизация структуры 
хитина, снижение степени кристалличности ММ (до двухкратного), существенное 
увеличение удельной поверхности. В случае активации хитозана степень его кри
сталличности снижается с 74 до 30%, ММ с 1,9 • 105 до 5,0 • 104 D, удельная поверх
ность увеличивается с 0,49 до 6,75 м2/г. К недостаткам экструзионной активации 
можно отнести получение неоднородных по структуре полимеров с пониженной 
ММ, при этом активация часто сопровождается "ороговением" полимера, обу
словленным образованием сшивок. На этом способе активации основан перспек
тивный способ твердофазного щелочного ДА хитина в условиях сдвиговых де
формаций в экструдерах, разработанный отечественными учеными [60]. 

Твердофазное ДА хитозана сплавлением хитина с гидроксидом калия при 
180-190 °С было проведено Гильсоном еще в 1895 г. [10]. Наличие таких фак
торов как сдвиговые деформации и давление позволило существенно интенси
фицировать процесс. Например, снизить мольное соотношение хитин/NaOH с 
привычного 1:10 до 1:5, время реакции до 3-5 мин. Однако спецификой этого 
способа является получение неоднородного по структуре и степени ацетилиро-
вания полимера и существенная деструкция макромолекулярных цепей, приво
дящая к снижению ММ со 190 до 70-40 кD [60]. Однако в ряде случаев, в част
ности, при использовании хитозана в медицине и сельском хозяйстве последнее 
является положительным фактором. 

АКТИВАЦИЯ ХИТИНА НЕТРАДИЦИОННЫМИ СПОСОБАМИ 
(радиолиз, ультразвук, микроволновое облучение, электрохимическая обработка) 

В последние годы возрос интерес к новым физическим и физико-химиче
ским методам активации хитина и хитозана, позволяющим облегчить процесс 
их ДА и направленно влиять на их молекулярные и структурные параметры 
[61-63]. Несмотря на разнообразие этих методов активации, всех их объединя
ет общий механизм, основанный на действии на молекулы хитина и хитозана ак
тивных радикалов, окислителей и др. частиц, образующихся в процессе радио-
лиза, ультразвуковой обработки воды или ее электролиза. 



В работе [62] рассматривается механизм взаимодействия с полисахарида
ми радикалов ОН", Н* как основных реагентов, обусловливающих активацию. 
ОН* реагирует с моно- и полисахаридами с отрывом водорода от С-Н-связей. 
В результате образуются вторичные углеродные радикалы на полимерной це
пи, причем скорость этого процесса, например, при радиолизе, постоянна и 
К - 6,4 • 108 дм3 • М-1 • с-1. Радикалы Н* менее реакционноспособны в отноше
нии полисахаридных макромолекул, но механизм их действия аналогичен. Об
разовавшиеся углеродные радикалы быстро преобразуются в устойчивые 
продукты с отщеплением молекул воды и образованием карбонильных групп 
и вторичных радикалов, либо со взаимодействием радикалов у С1, С4 и С5 с 
гликозидной связью. Последний процесс и обусловливает деструкцию цепей и 
уменьшение ММ. Количество разрывов цепи прямо пропорционально концен
трации первичных радикалов и времени их взаимодействия с полисахаридами 
[62]. Кроме общих закономерностей каждый из способов активации имеет 
свои особенности. 

Действие радиолиза на твердый хитозан достаточно исследовано, он приме
няется для стерилизации и сопровождается деструкцией цепи. К его недостат
кам относится невозможность остановки процесса деструкции в момент прекра
щения у-излучения. Значительно более перспективен радиолиз хитозана в его 
водных растворах в присутствие кислот, среди которых наиболее целесообраз
но использовать НС1O4, которая, в отличие от других, не взаимодействует с ра
дикалами. Хитозан облучали в дозе 0,062 Gy • С-1 Сo-g-излучением (пригодны и 
электроннолучевые излучатели). Перед облучением хитозан выдерживали в 
воде, а затем добавляли кислоту. Раствор насыщали N2O или смесью N2O/O2 в 
соотношении 4:1. Эти добавки обеспечивали перевод гидратированного элект
рона в ОН* по реакции 

что приводило к увеличению эффективности облучения. Спецификой данного 
способа активации является снижение деструкционных процессов в полимерах 
в присутствии 02 [61] и их прекращение в момент остановки у-излучения, что 
позволяет регулировать ММ полисахарида временем облучения. 

Ультразвуковая обработка проходит по аналогичному механизму за счет 
присутствия в полимере молекул Н2O в газовых пузырьках. Их квазиразру
шение под действием давления и температуры также приводит к образова
нию ОН*-, Н*-радикалов [64]. Имеются и другие механизмы, интерпретирую
щие действие ультразвука - пиролиз в тонком слое воды окружающей газо
вый пузырек или разрыв полимерной цепи под действием гидродинамических 
сил. В водно-кислотной среде превалирует ОН•-радикальный механизм, а в 
среде органических растворителей - гидродинамический. Ультразвуковой 
обработкой удалось снизить ММ хитозана с 4 • 105 до 2 • 105 D. Подтвержде
нием определяющей роли ОН•-радикалов в деструкции цепи служит проведе
ние обработки в присутствии 0,002М раствора тетрабутанола, связывающего 
ОН*-радикалы. В результате деструкция цепи хитозана уменьшалась в не
сколько раз [62]. 

Ультразвуковая обработка (220 Вт) 1 %-ного раствора хитозана с Fa = 0,37 и 
ММ = 6,5 • 105 D в 0,2М растворе уксусной кислоты в присутствии 0,1М раство
ра ацетата натрия при температуре 60 °С в течение 1,5 ч привела к снижению 
ММ до 1,6 • 105 D, а через 48 ч ММ снизилась до 1,2 • 105 D. При этом происхо
дит уменьшение полидисперсности в два-три раза. Наиболее интенсивно умень
шение ММ происходит в первые 1,5 ч, далее деструкция замедляется [64]. 



К сравнительно новым способам активации можно отнести термохимиче
ский, реализуемый с помощью микроволнового облучения. В работе [65] 
мелко измельченный сухой панцирь моллюска смешивали с 30%-ным раство
ром NaOH, подвергали микроволновому облучению (~ 2,45 ГГц) в течение 
22 мин, промывали холодной водой и высушивали. Микроволновая обработ
ка снижает продолжительность реакции ДА как минимум в 16 раз. Пригото
вленный по данной методике хитозан имел более низкую ММ и Fa, чем поли
мер, полученный из того же сырья обычным щелочным способом, но оба ма
териала имели сходную картину кристалличности и другие структурные ха
рактеристики. 

Смешение хитина с 30%-ным раствором NaOH и обработка его в микро
волновом поле мощностью 440 Вт в течение 35 мин обеспечило получение хи
тозана с Fa = 0,02 и ММ = 131,8 kD в то время как обработка этого же хитина 
50%-ным раствором NaOH при 136 °С в течение 1 ч в атмосфере азота обес
печила достижение Fa = 0,26 при величине ММ = 467,7 kD [66]. Таким обра
зом, этот способ активации позволяет получить хитозан с более высокой СД 
и сниженным показателем ММ за более короткое время и при меньшей кон
центрации щелочи. 

Прост в реализации и электрохимический способ активации хитина, осу
ществляемый на том же оборудовании (в электролизере оригинальной конст
рукции), на котором проводят ДМ и ДП панциря [26, 27]. При электрохимиче
ском способе ДП и ДМ панциря благодаря синтезу радикалов ОН*, НO2 Н2O2 

и др. частиц [63] и значительному окислительному потенциалу (например, в 
анодной фракции он достигает +1200 мВ), одновременно с ДМ несмотря на 
очень низкие концентрации Н+ и ОН - происходит деструкция макромолекул 
хитина [33]. Так как концентрация радикалов и значения окислительно-вос
становительного потенциала регулируются электрическими параметрами {си
лой тока, напряжением и др.) и временем электролиза, величину ММ хитина 
и, соответственно, хитозана можно варьировать в широких пределах. Напри
мер, при увеличении времени обработки в анодной фракции с Eh = +1200 мВ с 
1 до 8 ч при 20 °С ММ хитина из гаммаруса снизилась в пять раз с 125 до 
25 тыс. Последующая деминерализация хитина с такими характеристиками 
традиционным щелочным способом требует меньшего времени и завершает
ся за 1 ч при температуре реакции 98 °С. 

Большие перспективы имеют электрохимическая модификация и де-
ацетилирование хитина в электролизерах в разных средах под действием по
стоянного электрического тока, что является предметом настоящих иссле
дований. 

Способы получения и структура хитозанов. Как известно, на физико-хими
ческие (а значит и потребительские) свойства хитозана существенно влияют 
особенность его надмолекулярной структуры, величина Fa, молекулярная мас
са, степень кристалличности и полидисперсности по структуре и показатели Fa 
и ММ в объеме полимера. Все эти показатели в большой степени определяют
ся способом и условиями реакции ДА, которая всегда сопровождается снижени
ем Fa и ММ, степени кристалличности и общей аморфизацией структуры. На
пример, средняя ММ хитина из краба > 1 • 106, а у коммерческого хитозана, по
лученного из него ММ > 3 • 105. Кроме этого, на структуру и свойства хитозана 
влияют сырьевые источники, степень очистки хитина от белка и минеральных 
примесей и условия изготовления хитозановой продукции (способ формирова
ния, растворители и т.д.). 



Многообразие областей использования и разные требования, предъявля
емые к хитину и хитозану, не позволяют конкретизировать оптимальность 
величин MM, Fa, вязкость и др., но на основе взаимосвязи структуры и 
свойств, возможно, осуществить выбор того или иного способа получения 
хитозана. 

Как и для других полимеров, для полисахаридов сохраняется закономер
ность, при которой чем более однородна химическая структура полимера, тем 
более однородна его надмолекулярная структура, выше степень кристаллично
сти, жесткость цепей, прочность, устойчивость к биодеградации, но ниже реак-
ционоспособность, сорбционная емкость и т.д. Более однородному состоянию 
отвечают хитины с большей, а хитозаны с меньшей Fa [58]. Например, степень 
кристалличности снижается с 70-85% до 40-60% при Fa > 0,15 и повышается до 
90% при Fa < 0,05 [1, 13]. 

Что касается ММ, то известно, что с ее снижением, т.е. деструкцией макро
молекул хитина и хитозана происходит формирование более упорядоченной 
структуры с большими по размерам фибриллами и сферолитами и большей сте
пенью кристалличности и жесткостью цепей. Макромолекулы с большей ММ 
склонны к образованию более дефектной и неоднородной надмолекулярной 
структуры с мелкими фибриллами и сферолитами и меньшей степенью кри
сталличности [37]. 

На свойства хитина и хитозана существенно влияет степень полидисперсно
сти ММ и Fa. Можно предположить, что увеличение индекса полидисперсности, 
определяемого как отношение максимальных значений Fa к его среднему зна
чению для каждой фракции полимера и ширины ММР приводит к снижению 
однородности полимера, аналогично увеличению Fa и уменьшению ММ для хи
тозанов. 

Современные исследования позволили установить влияние гетерогенности 
или гомогенности реакции деацетилирования хитина или повторного N-ацети-
лирования хитозана на величину Fa и ее полидисперсность в объеме образца. 
У хитозанов, имеющих одинаковые значения Fa, но приготовленных разными 
способами, наблюдаются различия в таких свойствах как кристалличность, рас
творимость и способность к набуханию. Kurita К и др. [4, 67] на основании ис
следования растворимости и данных дифракционной спектроскопии установи
ли, что хитозан, приготовленный в результате гомогенного ДА, имеет беспоря
дочную полимерную структуру, в то время как хитозан, полученный гетероген
ным ДА, имеет блочную полимерную структуру. Данные результаты были под
тверждены Aiba [68], Ogawa и Yui [69]. Однако Varum и др. [70], на основании 
данных 1Н и 13С ЯМР-спектроскопии, показали, что распределение N-ацетили-
рованных остатков в хитозанах, полученных как гетерогенным, так и гомоген
ным деацетилированием хитина, было одинаковым, близким к беспорядочному 
распределению Бернулли. 

Образцы хитозанов с одинаковыми численными значениями Fa были при
готовлены в условиях: гетерогенного деацетилирования хитина в растворе 
NaOH или N-ацетилирования хитозана и гомогенного деацетилирования хити
на, растворенного в растворе NaOH, или повторного N-ацетилирования хитоза
на [4, 67]. В табл. 2 представлены результаты фракционирования хитозанов при 
различных рН, полученных в гомогенных и гетерогенных условиях. 

Видно, что хитозаны, полученные в гетерогенных условиях, отличаются 
значительной полидисперсностью по величине Fa, в то время как гомогенный 
способ получения обеспечивает формирование однородных образцов с индек
сом полидисперсности по Fa = 1. 



Таблица 2 

Авторами [66] при проведении гетерогенного деацетилирования хитина в 
50%-ном растворе NaOH при 136 °С в течение 1 ч в атмосфере азота и гомоген
ного ДА в 50%-ном NaOH при 60 °С в течение 46 ч были получены образцы хи
тозана с Fa = 0,26 и 0,18 и ММ = 467,7 и 251,2 KD соответственно. Таким обра
зом, гетерогенный процесс обеспечивает получение хитозанов с меньшей Fa, но 
большей ММ, отличающихся высокой полидисперсностью по величине Fa. По 
мнению авторов [66], гомогенный процесс способствует формированию более 
подвижной макромолекулярной структуры хитозана, образующей вытянутые 
конформации, а гетерогенный процесс обеспечивает образование менее под
вижных структур, склонных к беспорядочному свертыванию. При одной и той 
же ионной силе и рН макромолекулы, полученные в гомогенных условиях, в 
растворе склонны к большему запутыванию и увеличению его вязкости. 

Влияние технологических параметров ДА хитина (времени, температуры, 
концентрации щелочи и др.) на Fa и ММ и др. характеристики хитозана иссле
дованы и рассмотрены в данном обзоре ранее и подробно описываются в лите
ратуре [10, 13]. 

На величину ММ и структуру хитозана оказывает влияние степень демине
рализации и депротеинирования хитина, например, отсутствие стадии деминера
лизации хитина способствует получению более высокомолекулярного хитоза
на, так как деминерализация сопровождается кислотным гидролизом [71]. 

Получение хитозана в солевой или основной форме также влияет на его 
свойства. В солевой форме жесткость цепей и степень кристалличности ниже, 
так как противоионы кислотных остатков играют функцию пластификаторов 
[10] и разрушают межмолекулярные связи. При этом полимер начинает прояв
лять высокоэластичную деформацию, которая отсутствует у хитозанов в основ
ной форме. 

На формирование структуры хитозана оказывает влияние его концентра
ция в растворе, способы формования и условия высушивания и т.д. Однако оп
ределяющее действие на структуру и свойства хитозана все же оказывают усло
вия и способ проведения реакции дезаминирования. 

Таким образом, имеющееся многообразие способов получения хитина и хи
тозана, возможность активации сырья с использованием современных физико-
химических и электромагнитных способов воздействия на молекулярную и над
молекулярную структуру этих полимеров позволяют ожидать создания в ско
ром времени весьма эффективных, экологически безопасных ресурсосберегаю
щих технологий получения этих полимеров. 
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ТВЕРДОФАЗНАЯ МОДИФИКАЦИЯ ХИТИНА И ХИТОЗАНА 
В УСЛОВИЯХ МЕХАНИЧЕСКОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ 

С.З. Роговина 
Институт химической физики им. Н.Н. Семенова РАН, Москва 

Твердофазные процессы измельчения, смешивания и вальцевания давно и 
широко используются при переработке полимеров, а также при утилизации по
лимерных отходов. Долгое время считалось, что в полимерных системах, нахо
дящихся в твердом агрегатном состоянии, в отсутствие пластификаторов диффу
зионные процессы и химические реакции протекают с крайне низкими скоростя
ми, и поэтому твердофазная модификация полимеров не представляла практиче
ского интереса. Систематические исследования превращений органических, в 
том числе полимерных соединений, в условиях совместного воздействия на них 
высокого давления и сдвиговых деформаций были начаты в 1960-х годах, хотя 
первые наблюдения были сделаны Бриджменом уже в 1930-1940 гг. Многочис
ленные исследования последних десятилетий, проведенные под руководством 
академика Н.С. Ениколопова и продолжаемые его учениками, показали широ
кие возможности как структурной, так и химической твердофазной модифика
ции полимеров и их смесей в этих условиях, осуществляемой в аппаратах различ
ного типа - экструдерах, наковальнях Бриджмена, смесителях Брабендера и др. 
Основные результаты этих исследований суммированы в обзорах [1-5]. 

При деформировании твердых тел возникают различные, богатые энерги
ей, промежуточные соединения, при дальнейшем распаде которых выделяется 
значительная часть теплоты. Полагают, что если выделение энергии происхо
дит с большей скоростью, чем ее превращение в теплоту, то создаются предпо
сылки для реализации различных химических превращений. На рис. 1 приведе
на схема основных путей превращения активных неравновесных состояний, воз
никающих при механических воздействиях на твердые тела [6, 7]. 

Рис. 1. Пути превращения активных неравновесных состояний в твердых телах 



Таблица 1. Работы по твердофазной модификации полисахаридов 

Улучшенные экономические и экологические показатели твердофазных 
технологий по сравнению с традиционными, осуществляемыми в суспензиях 
или растворах, обусловлены, во-первых, отсутствием жидких дисперсионных 
сред, в ряде случаев являющихся горючими, токсичными или взрывоопасными, 
и необходимостью их регенерации, а, во-вторых, высокими скоростями проте
кания реакций. 

В цикле работ, выполненных авторами в области твердофазного модифи
цирования целлюлозы и хитина, показана возможность получения различных 
производных этих полисахаридов. Выбор полисахаридов в качестве объектов 
модифицирования обусловлен тем, что эти биополимеры, выполняющие роль 
структурных каркасов в растительном мире и мире беспозвоночных животных, 
широко распространены и постоянно воспроизводятся в природе. Значение цел
люлозы и ее производных хорошо известны [8], в то время как хитин из-за его 
рассеянности в мировом океане долгое время оставался значительно менее изу
ченным и востребованным. Однако ценные свойства этого полисахарида и стре
мление человека все более полно использовать природные ресурсы позволяют 
ожидать, что в ближайшем будущем мировой рынок продукции на основе хити
на и его производных будет основательно пополнен. 

По своей химической природе целлюлоза и хитин представляют собой от
носительно жесткоцепные неплавкие и нерастворимые в доступных и дешевых 
растворителях полимеры, поэтому одним из основных вопросов, возникающих 
при их модификации и переработке в изделия, является поиск способов перево
да этих полимеров в набухшее или текучее состояние. Модификация хитина и 
хитозана в твердом состоянии может рассматриваться как один из экономич
ных и экологически чистых способов решения указанной проблемы. В табл. 1 
представлены некоторые из описанных в литературе примеров твердофазной 
структурной и химической модификации целлюлозы, хитина и хитозана. 

Твердофазное модифицирование целлюлозы подробно рассмотрено в обзо
ре [23]; в настоящем обзоре приведены основные результаты по твердофазно
му модифицированию хитина и хитозана. 

ДЕАЦЕТИЛИРОВАНИЕ ХИТИНА И СВОЙСТВА ХИТОЗАНА, 
ПОЛУЧЕННОГО ТВЕРДОФАЗНЫМ СПОСОБОМ 

Деацетилирование хитина, приводящее к получению самого известного 
производного хитина - хитозана, обычно осуществляют обработкой хитина 
концентрированными (40-50%-ными) растворами едкого натра при температу
ре 100-150 °С в течение 2-3 ч. Ни исходный хитин, ни хитозан не растворяются 
в щелочной среде, поэтому реакция протекает в гетерогенных условиях. Боль
шой избыток щелочи (не менее 10 молей NaOH на 1 моль хитина) удаляют про
мывками водой. Полноту превращения хитина в хитозан характеризуют степе
нью деацетилирования (СД), т.е. степенью замещения по аминогруппам [24-26]. 



Твердофазное получение хитозана из хитина в условиях сдвиговых дефор
маций имеет ряд преимуществ перед традиционными методами получения хито
зана. Как указывалось выше, к этим преимуществам относятся сокращение 
продолжительности процесса и расхода реагентов, главным образом, жидких 
растворителей и, вследствие этого, улучшение экологических и технологиче
ских показателей процесса. 

Процесс деацетилирования хитина проводили [15-17] в двухшнековом экс-
трудере производительностью от 15 до 150 кг/ч, позволяющем создавать одно
временно давление (до 50 МПа) и сдвиговое напряжение (до 3 МПа) и поддер
живать заданную температуру в интервале от 10 до 250 °С. В экструдер загру
жали смесь твердых хитина и едкого натра, на выходе получали смесь хитозана 
с ацетатом натрия и избыточным едким натром, удаление которых из продукта 
осуществляли промывкой водой. Продолжительность обработки варьировали 
от 5 до 10 мин в зависимости от скорости вращения шнеков и количества про
гонов реакционной смеси через экструдер. Преимущество экструдера перед 
другими типами оборудования, например, наковальнями и смесителями, состо
ит в непрерывности его действия и большей производительности. 

Сравнительные характеристики образцов хитозана, полученных традици
онным суспензионным методом (образец ХЗ-1) и экструзионным твердофаз
ным деацетилированием хитина (образцы ХЗ-2, ХЗ-3) приведены в табл. 2. 

Исследования, проведенные методами ИК-спектроскопии, дезаминирова-
ния по Ван-Слайку, элементного анализа и потенциометрического титрования, 
показали идентичность химического строения образцов хитозана с одинаковой 



Таблица 3. Характеристики образцов хитозана, полученных экструзионным способом 
[15,17] 

СД, что позволило сделать вывод об отсутствии побочных реакций при прове
дении деацетилирования твердофазным способом. Как видно из приведенных в 
табл. 2 данных, образец ХЗ-2, полученный в экструзионных условиях, практи
чески не отличается от образца ХЗ-1, полученного суспензионным способом по 
таким важным характеристикам, как растворимость и СД. 

Характеристики образцов хитозана, полученных дезацетилированием хити
на в условиях сдвиговых деформаций при различных начальных соотношениях 
хитина и щелочи и различных температурах показывают, что пятикратный 
мольный избыток NaOH достаточен для получения высокодеацетилированного 
продукта с растворимостью около 90%, хотя традиционный суспензионный ме
тод для получения хитозана с такой степенью деацетилирования предполагает 
использование не менее, чем 10-кратного избытка щелочи (табл. 3). Таким об
разом, в предлагаемом методе расход щелочи снижается примерно в два раза. 

Существенным фактором, влияющим на выход хитозана, является темпера
тура. При мольном соотношении реагентов 1:5 СД увеличивается от 0,39 до 0,98 
при повышении температуры от 25 до 200 °С. Температурный интервал 
180-200 °С и 5-кратный избыток NaOH, по-видимому, являются оптимальными 
для получения высокодеацетилированного и высокорастворимого хитозана для 
Данного типа оборудования. Больший избыток щелочи, вероятно, приводит к 
интенсивному протеканию побочных процессов и снижению выхода хитозана, а 
в сочетании с высокой температурой вызывает возгорание реакционной смеси. 

В работе [27] проанализировано влияние присутствия в реакционной среде 
небольшого количества (до 30%) воды, которое не изменяет твердого агрегат
ного состояния реакционной смеси, и сделан вывод о том, что в присутствии во
ды может быть получен более однородный продукт. Этот вопрос, на наш 
взгляд, требует дополнительного и более детального исследования. 

ММ полученных образцов хитозана составляет 40000-70000. В общем слу
чае уменьшение ММ сильно зависит от температуры и с ее увеличением проте
кает более интенсивно. Существенное уменьшение степени полимеризации в 



Рис. 2. Дифференциальные (1,2) и интегральные (/', 2') кривые ММР образцов промышлен
ного хитозана (/, / ') и хитозана, полученного в экструдере (2, 2') 
Рис. 3. Степень ионизации a (/, 2) и вязкости h(3, 4) I зависимости от рН 0,05%-ных 
растворов образцов ХЗ-1 (/, 3) и ХЗ-2 (2, 4) в 0,1 МНС1 

условиях совместного воздействия высокого давления и сдвиговых деформаций 
является закономерностью, обусловленной спецификой указанного типа воз
действия. Объяснение характера зависимости ММ хитозана от соотношения хи
тин: NaOH и температуры реакции также требует проведения дополнительного 
исследования. 

Фракционирование методом дробного осаждения показало, что ХЗ-1, полу
ченный суспензионным способом, характеризуется бимодальным ММР, а твердо
фазный ХЗ-2 является более однородным и имеет унимодальное ММР (рис. 2). 
Аналогичная закономерность изменения ММР обнаружена и в ходе экструзи-
онного размола высокомолекулярного суспензионного хитозана [9]. По-види
мому, механодеструкция полимера в условиях сдвиговых деформаций не носит 
избирательного характера, что приводит к получению низкомолекулярного 
продукта с более узким ММР. 

Значительное снижение ММ хитозана, полученного твердофазным спосо
бом, очевидно, не является следствием только механической деструкции. Воз
можно, что деструкция макромолекул при деацетилировании связана с термо
окислительными процессами, ускоряющимися при взаимодействии полисахари
дов со щелочами. Отметим, что снижение молекулярной массы полимера мо
жет оказаться полезным и даже необходимым для ряда его практических при
менений, поскольку приводит к уменьшению токсичности инъекционных поли
мерных лекарственных препаратов, повышению растворимости полимера и 
снижению вязкости его растворов, а также другим положительным эффектам 
[28]. Именно поэтому разработке условий получения хитозана с пониженной 
молекулярной массой уделяют большое внимание [29-32]. 

Как и следовало ожидать, вязкость растворов ХЗ-2 ниже вязкости раство
ров ХЗ-1, однако характер зависимости вязкости от рН у обоих образцов оди
наков: в интервале рН 1-6 при изменении а от 1 до 0,5 падение вязкости раство
ров не превышает 10% (рис. 3 кривые 3 и 4), что обусловлено относительно вы-



сокой жесткостью макромолекул этого полиэлектролита. Данные показывают 
(рис. 3), что выпадение полимера в осадок в сравниваемых образцах также про
исходит при одном и том же значении рН. При концентрации хитозана 0,05% и 
ионной силе 0,1 моль/л этот показатель равен 6,1 ± 0,2, что соответствует вели
чине а - 0,5. Зависимости степени ионизации аминогрупп а от показателя рН 
раствора для образцов ХЗ-1 и ХЗ-2, представленные на рис. 3 (кривые 1 и 2), 
имеют абсолютно идентичный характер, следовательно, и величины рК ионо-
генных групп этих образцов одинаковы. 

Особый интерес представляло изучение характеристик надмолекулярной 
структуры хитозана, полученного твердофазным способом, поскольку снижение 

Рис. 4. Гистограммы распределения по размерам частиц (я) и фактору формы частиц (б) 
для промышленного (/) и экструзионного (2) хитозана [16] 

ММ способствует повышению подвижности и формированию более упорядочен
ной структуры, а глубокий размол, наоборот, разрушает ее. Данные рентгеност-
руктурного анализа показали, что, несмотря на аморфизацию полимера при экс-
трузионном твердофазном деацетилировании, полученный хитозан характеризу
ется также сравнительно высокой степенью кристалличности (55%). По-видимо
му, это является следствием протекания процесса рекристаллизации в ходе про
мывок хитозана водой от избытка щелочи. Особенностью структуры ХЗ-2 явля
ется большая степень дисперсности кристаллитов. Так размеры кристаллитов, 
рассчитанные из наиболее сильного рефлекса при 20 = 20,1°, составляют 3,3-3,8 
и 2,5-3,0 нм для ХЗ-1 и ХЗ-2, соответственно. Малые размеры кристаллитов обу
словливают большую полуширину максимумов на дифрактограммах, вследствие 
чего дифрактограмма ХЗ-2 имеет вид наиболее аморфизованного полимера [9]. 

Как и следовало ожидать, степень дисперсности образцов хитозана, получен
ных суспензионным и твердофазным способами, существенно различаются меж
ду собой. Как видно из рис. 4, образец ХЗ-1 имеет более крупные (130-500 мкм) 
и асимметричные частицы, в то время как у экструзионно полученного образца 
ХЗ-3 частицы мельче (10-130 мкм), более однородны по размерам и имеют круг
лую форму. Закономерно, что низкомолекулярный, высокодисперсный и амор-
физованный ХЗ-2 обладает большей сорбционной способностью по отношению 
к парам воды [33] и другим сорбатам, например, ионам металлов [34]. 

Пленки, сформованные из растворов хитозана, полученного твердофазным 
способом, визуально не отличаются от пленок, сформованных из растворов вы
сокомолекулярного хитозана. Они характеризуются отсутствием неоднородно-
стей и в сухом виде прозрачны, причем их механическая прочность ниже, чем 
прочность пленок из высокомолекулярного суспензионного хитозана. Так, раз
рывное напряжение sр находится на уровне 80-100 МПа, разрывное удлине
ние-25-28% (против 130-150 МПа и 30-35%, соответственно) [35], однако это
го вполне достаточно для использования их в качестве разделительных мемб
ран или пленочных перевязочных средств. 



Таким образом, твердофазный способ получения хитозана включает в себя 
одновременное измельчение, аморфизацию и снижение ММ полимера. Способ 
отличается пониженным расходом реагентов (едкого натра и воды для промывки 
продукта), а также существенным сокращением продолжительности процесса. 

ХИМИЧЕСКИЕ ПРЕВРАЩЕНИЯ ХИТОЗАНА 

Химические превращения хитина и хитозана в течение последних десятиле
тий вызывают к себе повышенный интерес, что связано со сходством этих по
лисахаридов с целлюлозой. Наличие в элементарном звене хитина и хитозана 
гидроксильных групп, как и у целлюлозы, а в случае хитозана также и амино
групп, позволяет получение производных, аналогичных соответствующим про
изводным целлюлозы. Среди них можно отметить простые (например, карбо-
ксиметиловые) и сложные эфиры. 

Твердофазная модификация хитозана в условиях совместного воздействия 
высокого давления и сдвиговых деформаций имеет те же преимущества перед 
существующими способами модификации, что и процесс твердофазного полу
чения хитозана. Кроме того, при модификации хитозана в гетерогенных (сус
пензионных) средах обычно предварительно проводят стадию активации поли
мера размолом, переосаждением или набуханием инклюдированием в жидких 
органических реагентах или в водно-кислотных растворах, в то время как пред
лагаемый способ позволяет объединить стадию активации с непосредственно 
стадией химического превращения. 

КАРБОКСИМЕТИЛИРОВАНИЕ ХИТИНА И ХИТОЗАНА 
Перспективными для практического применения являются продукты алкил-

лирования, в частности, карбоксиметилирования хитина и хитозана. Эти произ
водные растворяются в воде, обладают способностью к волокно- и пленкообразо-
ванию, к ионному обмену и комплексообразованию, а также проявляют физиоло
гическую активность. В качестве карбоксиметилирующего агента обычно ис
пользуют монохлоруксусную кислоту (МХУК) или ее натриевую соль, которыми 
обрабатывают предварительно активированный полимер в присутствии избытка 
едкого натра в водной или водно-спиртовой среде при повышенных температурах. 

Карбоксиметилирование хитина в щелочной среде сопровождается частич
ным дезацетилированием полимера, и поэтому получаемый продукт является 
смешанным карбоксиметилированным производным хитина и хитозана. При 
карбоксиметилировании хитозана может происходить образование как О- (I), 
так и N-замещенного (II) карбоксиметилхитозана (КМХ) 

Простой и оригинальный способ получения избирательно N-замещенного 
КМХ заключается в получении на первой стадии N-карбоксиметилиденхитозана 
с последующим восстановлением его цианборгидридом натрия [36]. Для получе-



Таблица 4. Сравнительные данные о строении образцов КМХ 

Таблица 5. Влияние условий проведения твердофазной реакции на свойства получаемых 
карбоксиметилированных производных 

ния избирательно О-замещенного карбоксиметилхитозана разработан способ, 
основанный на алкилировании хитозана после его переосаждения и защиты ами
ногрупп действием салицилового альдегида [37]. Полученный таким способом 
КМХ содержит карбоксильные и свободные первичные аминогруппы и является 
типичным полиамфолитом, растворимым в кислых и щелочных водных средах и 
нерастворимым в нейтральных. К недостаткам указанного способа относятся 
большой расход алкилирующего агента, сложность и длительность процесса в 
связи с необходимостью блокирования и последующего деблокирования амино
групп. О-КМХ получают также дезацетилированием карбоксиметихитина в вод
ном 10%-ном растворе щелочи [38]. В работе [39] показано преимущество ис
пользования алкилирующего реагента (МХУК в изопропиловом спирте) для ак
тивации хитозана, т.е. изменения порядка обработки, используемого при синтезе 
карбоксиметилцеллюлозы, на обратный - вначале вносят МХУК, а затем ще
лочь. Такой способ проведения синтеза обеспечивает получение высокозамещен-
ных и полностью растворимых продуктов при сокращении расхода реагентов. 

Получение карбоксиметиловых эфиров хитозана в твердой фазе [18, 35, 40] 
в условиях сдвиговых деформаций дает возможность совместить стадии актива
ции и непосредственно химической реакции при значительно меньшем расходе 
реагентов (едкого натра, органических растворителей и воды). Получение кар
боксиметилхитозана в экструдере проводили при различных соотношениях по
лимера, NaOH и МХУК, в интервале температур 60—120 °С. Учитывая возмож
ность протекания процесса деацетилирования, в качестве исходного полимера 
использовали и хитин. В табл. 4 приведены сравнительные характеристики об
разцов КМХ, полученных твердофазным и суспензионным методами, а в табл. 5 



влияние условий проведения реакции на свойства получаемых продуктов. Близ
кие значения величин СЗ по всем функциональным группам (X1 и Х2 - О- и N-
карбоксиметильным, соответственно, у - свободным аминогруппам, z - N-аце-
тильным), рассчитанных на основании экспериментально определенных дан
ных об элементном составе для образцов КМХ, полученных твердофазным и 
суспензионным способами (табл. 4), свидетельствуют о практически полной 
аналогии их строения. 

Необходимо отметить, что оба образца являются не избирательно, но преиму
щественно замещенными по гидроксильным группам элементарных звеньев мак
ромолекул, поскольку XI существенно больше Х2. Обнаружено также, что ММ 
полученных продуктов резко снижается с увеличением температуры процесса. 

Судя по данным табл. 5, с увеличением содержания МХУК и щелочи воз
растает степень замещения по карбоксиметильным группам, достигая макси
мального значения 1,4. Введение МХУК в виде раствора в изопропиловом спир
те, сохраняющем реакционную смесь в твердом состоянии, способствует значи
тельному повышению растворимости конечных продуктов, так как обеспечива
ет более равномерное смешение компонентов. При использовании в качестве 
алкилирующего реагента натриевой соли МХУК расход едкого натра сокраща
ется, однако при этом существенно снижается выход растворимого КМХ. 

Рентгеноструктурные исследования образцов КМХ, полученных суспензи
онным и экструзионным методами, и карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ), полу-



ченной экструзионным методом, показали наряду с имеющимися аналогиями 
некоторые различия в их структуре (рис. 5). 

Для дифрактограмм всех трех образцов характерно наличие широкого реф
лекса при 20 = 20° и широкого плато в области 20 = 10-15°. Такого рода диф-
рактограммы с небольшим количеством широких рефлексов свойственны ма-
лоупорядоченным структурам с невысокой степенью кристалличности. Более 
четко выраженный максимум на дифрактограмме КМЦ, очевидно, связан с 
меньшей степенью карбоксиметилирования этого образца по сравнению с про
изводными хитозана, т.е. степень кристалличности полученных образцов пони
жается с повышением степени замещения. Не исключено также, что производ
ные целлюлозы легче восстанавливают (регенерируют) свою кристаллическую 
структуру в ходе отмывки полярными растворителями. 

Растворимость КМХ в ходе и вязкостные свойства его растворов зависят от 
величины рН и ионной силы, что свидетельствует о его полиамфолитной при
роде. Представляло интерес выяснить, сохраняется ли эта зависимость для низ
комолекулярных образцов КМХ. На рис. 6 представлены границы фазового 
разделения в системе КМХ-водно-солевой раствор для образцов, полученных 
разными способами и различающихся по ММ. 

Как видно из приведенных на рис. 7 данных, даже образец с ММ = 6 • 103 в 
интервале рН З - 6,5, где перекрываются области ионизации карбоксильных и 
аминогрупп и понижается суммарный заряд и степень гидратации, выпадает в 
осадок. У более высокомолекулярных образцов КМХ область, отвечающая со
вокупности изоэлектрических точек, закономерно расширяется, и их раствори
мость ухудшается. Понижение суммарного заряда полиамфолита по мере при
ближения к границам указанной области в разбавленных растворах сопровож
дается уменьшением степени асимметрии макромолекул, о чем свидетельству
ет уменьшение вязкости раствора (рис. 7). 

МОДИФИКАЦИЯ ХИТОЗАНА КАРБОНОВЫМИ КИСЛОТАМИ 
И АНГИДРИДАМИ 

Как указывалось выше, полиоснование хитозан не растворяется в воде при 
рН > 6, но хорошо растворяется в подкисленных средах, в частности, в раство
рах одноосновных кислот (муравьиная, уксусная, соляная), в которых амино
группы полимера переходят в ионизованное и гидратированное состояние. 
В растворах двухосновных кислот (серной, щавелевой) протонирование амино
групп и солеобразование приводит к сшивке макромолекул. Изучение структу
ры солей хитозана и неорганических кислот (серной, азотной и галогенсодер-
жащих) методом рентгенографии проведено, например, в работе [41]. Выделен
ный из раствора (осаждением или лиофилизацией) и высушенный хитозан в со
левой форме сохраняет растворимость в воде (так называемый водораствори
мый хитозан). Его используют в косметических изделиях и сельском хозяйстве. 

Обычно производные хитозана и кислот получают в жидких средах [42-45]. 
Образующиеся при этом взаимодействии продукты имеют сложное строение, за
местители в них могут быть присоединены как к гидроксильным, так и к амино
группам полимера сложноэфирными (I), амидными (II) и солевыми (III) связями 



Возможность механохимического взаимодействия хитозана с твердыми ки
слотами - янтарной, малеиновой и яблочной - при их совместном твердофазном 
размоле показана в работе [22]. К сожалению, авторами не приведены данные 
о составе и химическом строении, а также растворимости и других свойствах по
лученных продуктов, тем не менее, в ней указано, что они могут быть основой 
для приготовления агрохимических препаратов, сорбентов, флокулянтов. 

В работах [19, 20] проведено более детальное исследование закономерно
стей протекания твердофазного взаимодействия хитозана с некоторыми кисло
тами и ангидридами, находящимися при нормальных условиях в твердом агре
гатном состоянии. В экструдере в указанных выше условиях было осуществле
но взаимодействие хитозана с твердыми органическими двухосновными кисло
тами и ангидридами (щавелевая (ЩК), малоновая (МК), янтарная (ЯК) кислоты, 
малеиновый (МА), янтарный (ЯА) и фталевый (ФА) ангидриды), а также с 
высшей жирной (стеариновой) кислотой (СК). 

Модификация хитозана стеариновой кислотой и другими ПАВ позволяет 
варьировать гидрофильно-липофильный баланс повышать его поверхностную 
активность и эмульгирующую способность. Эти важные свойства хитозана и 
его производных используются в качестве структурообразующих и стабилизи
рующих добавок в пищевые и косметические изделия. Модификация хитозана 
бифункциональными карбонилсодержащими соединениями должна приводить 
к образованию как циклических продуктов, так и к его частичной сшивке за 
счет межмолекулярного взаимодействия. 

Для установления возможности образования сложноэфирных связей в усло
виях твердофазной модификации исследовали взаимодействие фталевого ан
гидрида с целлюлозой - полисахаридом, имеющим, в отличие от хитозана, лишь 
один тип функциональных групп - гидроксильные группы. Изучение получен
ных продуктов методом ИК-спектроскопии показало наличие в их спектрах 
слабых характеристических полос, соответствующих поглощению бензольного 
кольца при 1610 см-1, карбонильных групп при 1730, 1420 см-1 и ароматических 
эфиров при 1250 см-1. Данные элементного анализа, в частности, о содержании 
углерода в исходной (43,98%) и модифицированной (49,67%) целлюлозе указы
вают на повышенное содержание углерода, однако степень превращения реа
гентов в исследованной реакции О-ацилирования не превышала 10%. 

В отличие от производного целлюлозы, ИК-спектры модифицированного 
фталевым и другими ангидридами хитозана содержат сильные характеристиче
ские полосы поглощения карбоксильных групп (1740-1710 см-1 и 1550 см-') и 
бензольного цикла (1600 см-1). В случае модификации хитозана малоновой и ян
тарной кислотами, а также малеиновым ангидридом появляются характеристи
ческие полосы поглощения СН при 2950 и 720-700 см-1 (рис. 8, кривые 2-4). 

В табл. 6 приведены характеристики некоторых продуктов взаимодействия 
хитозана с карбоновыми кислотами и ангидридами в условиях сдвиговых де
формаций в интервале температур 25-100 °С. Исходные вещества в указанном 
температурном интервале в обычных условиях друг с другом не взаимодейству
ют и не претерпевают никаких изменений. Данные табл. 6 показывают, что при 
избытке реагента присоединение идет по смешанному механизму, но преимуще
ственно солевыми связями. Количество присоединяемых заместителей возрас
тает с увеличением избытка реагента и температуры. Повышение температуры 
оказывает наибольшее влияние на образование ковалентных связей. При этом 
амидные связи образуются лишь при существенном избытке реагента, о чем 
свидетельствует уменьшение соотношения Naм/No6щ в продуктах взаимодействия 
хитозана с ФА и ЯА, полученных при 100 °С. Характерной чертой этого про-



Рис. 8. Фрагменты ИК-спектров 
/ - хитозан; 2-5 - продукты взаимодействия хитозана с малоновой (2), янтарной (3) кислотами и малеи-
новым (4) и фталевым (5) ангидридами 

цесса является его зависимость от силы кислот (менее сильные высшие поли-
мергомологи менее реакционноспособны) и нечувствительность к температуре 
реакции (50-100 °С), что свидетельствует об аналогии с протеканием указанных 
реакций в жидкой фазе и, следовательно, об отсутствии диффузионных ограни
чений для них в твердой фазе. 

В случае N- и О-ацилирования хитозана ангидридами дикарбоновых кис
лот реакция ускоряется при повышении температуры и слабо зависит от при
роды ангидрида [20]. Неожиданная активность малеинового ангидрида по 
сравнению с другими ангидридами оказалась настолько высока, что взаимо
действие хитозана с ним протекает количественно как при комнатной, так и 
при повышенной температурах. В условиях твердофазного проведения реак
ции при равенстве температуры и начального мольного соотношения реаги
рующих компонентов реакционная способность в ряду двухосновных карбо-
новых кислот и ангидридов изменяется следующим образом: щавелевая кис
лота > малоновая > янтарная; малеиновый ангидрид > янтарный > фталевый. 
Степень полезного использования наиболее слабой янтарной кислоты не 



Таблица 6. Характеристики продуктов взаимодействия хитозана 
с карбонилсодержащими соединениями [19, 20] 

превышает 10%, а ЯА, как и следовало ожидать, обладает значительно боль
шей реакционной способностью. 

Взаимодействие хитозана с высшей жирной кислотой (стеариновой) проте
кает по ионному механизму, а степень замещения полученных при повышенной 
температуре стеаратов хитозана достигает 0,22. Гидрофобизация хитозана сте
ариновой кислотой подтверждается также частичной потерей им растворимо
сти в разбавленных кислотах (~ на 60% в 2%-ной уксусной кислоте и на 30% в 
соляной). Нерастворимая и, очевидно, наиболее гидрофобизированная фракция 
полученных продуктов не растворяется и в таких органических растворителях 
как спирты, гексан, хлороформ, ацетон. 

Таким образом, модификация хитозана карбоновыми кислотами и ангидри
дами не придала им способности растворяться в воде и органических раствори
телях, что можно было бы ожидать, учитывая существенное нарушение регу
лярности строения и введение в продукты гидрофильных карбоксильных и гид
рофобных метальных групп. По-видимому, полученные производные хитозана 
характеризуются гидрофильно-липофильным балансом, который уже не позво
ляет им полностью растворяться в водных кислых средах, но одновременно еще 
не придает способности растворяться в органических растворителях. Значи
тельное снижение растворимости некоторых полученных продуктов в кислых 
водных средах связано, очевидно, с образованием как внутримолекулярных, так 
и межмолекулярных сшивок. 

Полученные производные хитозана и дикарбоновых кислот и их ангидридов 
обладают полиамфолитной природой и могут быть использованы как селек
тивные сорбенты и носители аминокислот, ферментов и других биологически 
активных веществ, а растворимые фракции гидрофобизованного стеариновой 
кислотой хитозана в качестве эмульгаторов и стабилизаторов пен и эмульсий. 



Продемонстрированная возможность твердофазной модификации хитозана 
дикарбоновыми кислотами и их ангидридами в условиях совместного воздейст
вия давления и сдвиговых деформаций, является еще одним подтверждением 
перспективности использования этого метода для дальнейшей химической мо
дификации хитозана. Вместе с тем необходимо еще раз отметить, что наиболь
ший практический интерес представляет, на наш взгляд, твердофазный способ 
получения самого хитозана. Проводимая в настоящее время авторами его даль
нейшая оптимизация, в частности, исследование влияния присутствия в реакци
онной среде антиоксидантов и других добавок, позволяет более тонко управ
лять строением и свойствами получаемого хитозана. 
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ЭНЗИМОЛОГИЯ СИНТЕЗА И ДЕГРАДАЦИИ ХИТИНА 
И ХИТОЗАНА 

А.В. Ильина, В.П. Варламов 
Центр "Биоинженерия" РАН, Москва 

varlamov@biengi.ac.ru 

Хитин и хитозан являются природными биополимерами и, безусловно, их 
биосинтез, получение, модификация и деградация связаны с ферментативными 
превращениями. (Важность этих научных направлений подчеркивает факт ре
гулярного проведения в Италии Международных симпозиумов "Chitin 
Enzymology". В мае 2001 года там состоялся 3 симпозиум на эту тему*.) Данное 
научное направление условно можно разделить на следующие разделы: 1) фер
менты синтеза хитина-хитинсинтетазы; 2) пути деградации хитина в природе; 
3) механизм действия гликозил-гидролаз и их характеристика; 4) ферментатив
ный гидролиз хитина и хитозана; 5) ферменты других классов, гидролизующие 
хитин и хитозан; 6) иммобилизованные ферменты. 

ФЕРМЕНТЫ СИНТЕЗА ХИТИНА - ХИТИНСИНТЕТАЗЫ 

Хитин является внеклеточным биополимером эукариотов, отсутствует в 
растениях и у млекопитающих, активно продуцируется большинством грибов, 
где является главным структурным компонентом клеточной стенки (КС). Со
гласно общепринятой модели, хитин синтезируется внутри цитоплазматической 
мембраны из активного предшественника уридин-5'-дифосфата-N-ацетил-
D-глюкозоамина, в присутствии биокатализатора - хитинсинтетазы [(хитин-4-
b-ацетил-глюкозоаминилтрансфераза (КФ 2.4.1.16)], а далее "выталкивается" 
на внешнюю сторону мембраны [1-3]. Схематично синтез хитина можно пред
ставить следующим образом: 

Все попытки по выделению и очистке этого белка пока не увенчались успе
хом. Это, вероятно, объясняется тем, что хитинсинтетаза трансмембранный бе-
____________ 
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лок, получаемые белковые фракции содержат большое количество связанных 
липидов. Достигнуты успехи по выделению генов хитинсинтетазы из ряда мик
роорганизмов. В настоящее время хорошо описаны и достаточно изучены три 
разных генахитин-синтетазы из дрожжей Saccharomyces cerevisiae, которые вы
полняют разные функции в процессе морфогенеза (формообразования). 

В 1986 г. Bulawa с коллегами [4, 5] установили структуру генов дрожжей 
5. cerevisiae. По их данным ген хитинсинтетазы (CHS1), состоит из трех доменов: 
первый, кодирует белок, состоящий из 300 аминокислотных остатков, сильно 
гидрофильный, второй - центральный из 450 остатков - нейтральный, тогда как 
третий (С-конец) состоящий из 400 остатков - сильно гидрофобный и содержит 
мембранно-связывающие участки. С использованием различных методов и про
грамм были получена вторичная и третичная структуры этих белков. 

Было установлено [6, 7], что три разных гена, клонированных из дрожжей 
S. cerevisiae, выполняют разные функции, и только инактивация всех трех генов 
приводила к летальному исходу фенотипа, что указывает на то, что хитин явля
ется существенным компонентом целостности стенки микроорганизма. Разру
шение гена, кодирующего хитинсинтетазу (CHS1) приводило к незначительным 
отклонениям от нормального синтеза хитина, несмотря на то, что ген кодирует 
основную массу хитинсинтетазной активности in vitro. Другой ген, кодирующий 
фермент CHS2, отвечал за конструирование перегородок в клетке (90% хитина 
локализовано в перегородках); его разрушение не приводило к снижению об
щего содержания хитина. И, наконец, третий ген, состоящий в свою очередь из 
трех аллельных (CAL1; DIT101; CSD2), кодирует фермент (CHS3), отвечающий 
за синтез основной массы хитина в латеральной (боковой) стенке мембраны. 
Уничтожение этого гена приводило к снижению синтеза хитина на 90%. 

Таким образом продуктом действия хитинсинтетазы является гомополимер, 
построенный из звеньев N-ацетил-глюкозоамина, соединенных между собой 
b-(->4)-гликозидной связью. С помощью физико-химических методов показано 
(in vitro), что образование водородных связей внутри одной полимерной цепи и 
между соседними приводило к образованию кристаллического a-хитина (поли
мерные цепи расположены относительно друг друга антипараллельно). Следует 
отметить, что процесс формирования кристаллического хитина происходит во 
времени. Вновь образовавшийся хитин очень чувствителен к модификациям фер
ментами, например, хитиназами и хитиндезацетилазами и к конъюгации с други
ми полисахаридами, например, b-гликанами. В регионе роста хитина происходит 
некоторая конкуренция между процессом модификации его и кристаллизацией. 
Подтверждением сказанного, служит тот факт, что именно на стадии роста гриб
ных клеток (регион активного роста), когда интенсивно работает хитинсинтета-
за, продуцируются и хитиназы, которые кроме хитиназной обладают и трансгли-
козилирующей активностью, ответственной за связывание гликанов с хитином. 

ПУТИ ДЕГРАДАЦИИ ХИТИНА В ПРИРОДЕ 

В 1984 г. ученые Davis и Eveleigh [8] предположили, что в природе может су
ществовать два пути катаболизма хитина. Один путь хорошо изучен и опреде
лены микроорганизмы, использующие хитин, как источник энергии, углерода и 
азота, а также ферменты, принимающие участие в процессе. Этот путь (рис. 1, 
а) заключается в деградации хитина под действием хитиназ первоначально до 
хитоолигосахаридов и далее до хитобиозы, с последующим превращением ее в 
N-ацетилглюкозоамин в присутствии N-ацетил-b-глюкозоаминидазы и в глю-
козоамин при действии N-ацетилглюкозоамино-дезацетилазы. 



Рис. 1. Установленный (а) и постулированный (б) пути деградации хитина 

Второй путь, так называемый, "хитозановый" постулирован по аналогии с 
деградацией других природных полимеров (см. рис. 1, б). Ключевым ферментом 
в этом случае служит хитиндеацетилаза (КФ 3.5.1.41), которая отвечает за пре
вращение хитина в хитозан. Этот фермент был найден у некоторых микроорга
низмов, в частности в грибах. Образующийся хитозан под действием хитозана-
зы деградирует до димеров глюкозоамина, последний, в свою очередь, до моно
меров в присутствии фермента - глюкозоаминидазы [9]. 

В настоящее время выделены, очищены и описаны хитиндеацетилазы из 
целого ряда микроорганизмов [10-14]. Эти ферменты представляют собой гли-
копротеины (содержание углеводов сильно варьирует). Они секретируются ли
бо внутриклеточно, либо внеклеточно. Кроме того, все ферменты проявляют 
высокую термостабильность, значительно отличаются по молекулярной массе 
и рН-оптимуму активности, но все строго специфичны к водорастворимому по-
ли-[(b-(1,4)-N-ацетил-D-глюкозоамину]. 

Хитиндезацетилазы из грибов в природе могут выполнять двойную функ
цию: участвовать при формировании своей клеточной стенки и при проникно
вении патогена в поражаемое растение. 

Как было показано, они участвуют в биосинтезе хитин/хитозана. У гриба 
М.. rouxii хитинсинтетаза первоначально синтезирует хитин полимеризацией N-
ацетил-D-глюкозоалинных остатков из уридин-5'-дифосфата-N-ацетил-D-
глюкозамина. Далее хитиндезацетилаза гидролизует N-ацетамидные связи 
вдоль полимерной цепи, образуя хитозан, причем реакция протекает более эф
фективно на вновь синтезированном субстрате, чем на плотно упакованном 
(микрофибриллярном) хитине. Аналогичный путь биосинтеза был прослежен и 
у гриба Absidia coerulea. Кроме этого было определено местонахождение хитин
дезацетилазы - внутренняя сторона клеточной стенки. На примере S. cerevisiae 
показано, что хитиндеацетилазы (Cdp2a) необходима при дезацетилировании в 
процессе аскоспорирования (сумкообразования) клеточной стенки. 

Другая функция хитиндезацетилазы - участие фермента в процессе взаимо
действия растение-патоген. Исследования проводили на грибах Colletootrichum 



lindemuthianum, которые являются патогенами для растений и синтезируют вне
клеточную хитиндезацетилазу, активную по отношению к хитинолигосахаридам. 
Хитинолигомеры со степенью полимеризации (п = 4-6) являются элиситорами 
при самозащите растения от патогенов, тогда как их дезацетилированная форма 
такую функцию не выполняет. Полагают, что хитиндезацетилаза гриба дезаце-
тилирует хитинолигосахариды, которые, в свою очередь, образуются при дейст
вии растительных хитиназ на клеточную стенку патогена и таким образом снижа
ют их элиситорную активность. Кроме того, хитиндезацетилаза способствует 
проникновению грибной гифы в ткани растения, т.е. фермент дезацетилирует хи
тин гифы, а ввиду снижения уровня ацетилирования происходит менее эффектив
ный гидролиз хитина растительными эндохитиназами, образуется меньше хито-
олигосахаридов (элиситоров), и постепенно патоген поражает растение. В насто
ящее время имеются работы, в которых показано, что дезацетилированные оли-
гомеры также могут в ряде случаев выполнять роль элиситоров [15-16]. 

Механизм действия хитиндезацетилазы был подробно изучен на примере 
действия фермента из М. rouxii на хитин/хитозановые олигомеры. Показано, 
что процесс гидролиза ацетильных групп субстрата происходит по механизму 
множественной атаки (со степенью множества равной трем). Этот механизм 
предусматривает первоначально образование фермент-полимерного комплекса 
с последующим гидролизом ацетильных групп вдоль полимерной цепи, с даль
нейшим образованием нового активного комплекса с другой полимерной це
пью. Необходимым условием успешного протекания реакции является наличие 
трех последовательно расположенных N-ацетил-D-глюкозоаминных остатка 
полимерной цепи [17]. 

В определенных условиях (в присутствии ЗМ ацетата натрия) хитиндезаце
тилаза может катализировать процесс ацетилирования хитина [18]. 

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ГЛИКОЗИЛГИДРОЛАЗ 
И ИХ ХАРАКТЕРИСТИКА 

Известно несколько семейств ферментов, сильно отличающихся по струк
туре и способу гидролиза хитина и хитозана [19-21]. Хитинолитические фер
менты в основном определяются, как биокатализаторы, которые способствуют 
расщеплению Р-гликозидной связи между двумя соседними (С1 и С4) N-ацетил-
глюкозоаминными звеньями в хитине. 

Ферментативный гидролиз гликозидной связи происходит по типу кислот
но-основного катализа, для которого необходимо наличие двух составляющих: 
донора протонов и нуклеофильного основания. Гидролиз может протекать ли
бо с сохранением, либо с обращением конфигурации при асимметрическом ато
ме углерода [22-24]. 

Существует два варианта механизма катализа, которые являются общими 
для гилкозилгидролаз. Первый - подразумевает наличие протонированного ки
слого остатка как донора протонов (обычно карбоксильная группа глутамино-
вой кислоты) и отрицательно заряженной аминокислоты, которая электроста
тически стабилизирует положительный заряд при углеродном атоме (О), обра
зующийся в процессе катализа (рис. 2, а). Электростатическое взаимодействие 
протона карбоксильной группы глутаминовой кислоты с кислородным атомом 
глигозидной связи приводит к ее поляризации, образуется промежуточный 
карбоион. Отрицательно заряженная аминокислота стабилизирует карбоион 
или атакует как нуклеофил, приводя к образованию промежуточного соедине
ния - гликозил-фермента. Далее карбоион реагирует с активной формой Н2O 



Рис. 2. Механизм катализа гидролиза Р-гликозидной связи с сохранением (а) и обращением 
конфигурации (б) заместителя у С1-атома 

(ОН-) при экваториальном расположении заместителей, что приводит к сохра
нению аномерной конфигурации при углеродном атоме С1. При реализации ка
тализа по второму варианту, основание (отрицательно заряженный остаток 
аминокислоты) располагается далеко от углеродного атома С1 чтобы стабили
зировать промежуточный положительно заряженный карбоион (рис. 2, б). Об
разование промежуточного соединения облегчается благодаря молекуле воды, 
которая атакует непосредственно из аксиального положения, что приводит к 
обращению аномерной конфигурации. Растояние между двумя каталитически
ми остатками аминокислот является характеристикой способа и стереохимии 
механизма реакции: расстояние 4,8-5,5 А характерно для протекания гидролиза 
с сохранением аномерной конфигурации (механизм двойного замещения), 
9-10 А - механизм одинарного замещения с обращением. 

На примере гликозилгидролазы (хитиназы В) из Serratia marcescens изучено 
влияние кислых остатков аминокислот, входящих в активный центр, на фермен
тативную активность. Например, замена глутаминовой кислоты (Glu 144) на 
амид соответствующей кислоты или на аланин в каталитическом центре приво
дила к сильному снижению активности. Аналогичный результат наблюдали при 
заменах остатков аспарагиновой кислоты (Asp 140; 142 и 215). Наличие второ
го кислого остатка, тесно примыкающего к каталитическому центру, который 
действует как нуклеофил на стадии образования фермент-субстратного проме
жуточного соединения, является необходимым [25]. 



Гликозилгидролазы классифицируются по гомологии в аминокислотной 
последовательности на несколько семейств (18, 19 и 20). Семейство 18 включа
ет в себя белки вирусов, бактерий, грибов, насекомых, рептилий и часть расте
ний. Они отличаются по длине и некоторые из них имеют мультидоменную 
структуру. Семейство 19 объединяет группу растительных хитиназ, имеющих 
одинаковые консервативные участки, которые, в свою очередь, подразделяют
ся на две ветви: одна содержит N-концевую, богатую цистеином область, и вто
рую, у которой ее нет. Небольшое семейство 20 содержит бактериальные хито-
биазы и гексозаминидазы эукариотов. Известно, что гидролиз гликозилгидро-
лазами из семейства 18 протекает по механизму двойного замещения, без обра
щения конфигурации (b-аномеры), а из семейства 19 по механизму одинарного 
замещения с обращением (a-аномеры) [26-31]. 

Хитиназы (гликозилгидролазы) широко распространены в живых организ
мах, играют индивидуальную и специфическую роль в них [32]. У насекомых и 
ракообразных хитиназы действуют в процессе линьки, у грибов и бактерий в 
процессе роста, у растений для защиты от патогенов, а у последних для проник
новения в экзоскелет хозяина, что обеспечивает им питание непосредственно в 
форме аминосахаров или "расчищает дорогу" для действия других ферментов 
(например, протеаз). 

Согласно "Номенклатуре ферментов" существует два хитинолитических 
фермента: эндохитиназа (КФ 3.2.1.14) и N-ацетил-b-глюкозоаминидаза 
(КФ 3.2.1.30). Первая расщепляет полимерную цепь беспорядочно, в случайных 
местах, тогда как вторая гидролизуют концевой N-ацетилглюкозоаминный ос
таток от хитобиозы или более высшего аналога с невосстановливающего кон
ца. Термин "хитиназа" иногда используется не корректно - ссылаясь, на любой 
фермент с хитинолитической активностью (не только эндохитиназы). В литера
туре также встречается название хитобиаза, во многих случаях это является си
нонимом N-ацетилглюкозоаминидазы, т.е. атакующая хитобиозу, давая N-аце-
тилглюкозоамин [33-34]. Например, Т. harzianum продуцирует хитинолитиче-
ский фермент, который отличается от ферментов (КФ 3.2.1.14) и (КФ 3.2.1.30). 
Это экзохитиназа, которая отщепляет димерные звенья полимерной цепи с не-
восстанавливающего конца. По аналогии с целлюлазным комплексом, фермент 
производящий хитобиозу из хитина следует называть 1,4-b-хитобиозидаза. 

Хитинолитический комплекс Т. harzianum хорошо изучен и охарактеризо
ван [35-36]. Установлено, что для проявления эндохитиназной активности необ
ходимо наличие тетрамера, хитобиозидазной - тримера, а для N-ацетилглюко-
зоаминидазной - димера. То, что названные ферменты относятся к разным 
классам, подтверждает синергичный (действующий совместно) эффект, харак
терный для большинства хитинолитических комплексов [37]. 

Для названия ферментов хитинолитического комплекса часто используется 
"хитозаназа"; ее главное отличие от хитиназы в том, что она гидролизует связь 
между GlcN-GlcN и не гидролизует GlcNAc-GlcNAc. 

Известно, что хитиназы, N-ацетил-b-глюкозоаминидазы и хитозаназы ряда 
микроорганизмов помимо специфической могут проявлять и трансгликозили-
рующую активность [38-40]. Это свойство ферментов можно использовать для 
получения олигосахаридов со степенью полимеризации равной 3-8 [41 ]. Так, на
пример, хитиназа с ММ-26 кДа, выделенная из Streptomyces kurssanovii (табл. 1), 
первоначально гидролизует N-ацетилхитоолигосахариды до N-ацетилхитобио-
зы, N-ацетилхитотриозы и N-ацетилглюкозоамина, проявляя свою специфиче
скую активность. Далее под действием этого же фермента в результате реакции 
трансгликозилирования (проявление неспецифической активности) происходит 



Таблица 1. Некоторые свойства хитинолитических ферментных комплексов 

образование более длинных хитоолигосахаридов (пента- и тетрамеров, что бы
ло показано на модельных субстратах) [42]. 

В живых организмах хитиназы, проявляющие трансгликозилирующую ак
тивность, играют роль в связывании других полисахаридов с хитином в отрезок 
времени между полимеризацией и кристаллизацией хитина. 

ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ГИДРОЛИЗ ХИТИНА И ХИТОЗАНА 

Преимущества ферментативной деполимеризации хитина/хитозана перед 
химической очевидны, а именно, отсутствуют частичное дезацетилирование по
лучаемых олигомеров и трудности контролирования процесса и выделения про
дуктов. Основными продуктами гидролиза являются хитоолигосахариды со сте
пенью полимеризации 2-5, а не моносахариды. Кроме того, процесс фермента
тивной деполимеризации протекает, как правило, в гомогенных условиях (в рас
творе) с высоким выходом. 

Очевидно, что хитиназы являются самыми подходящими из ферментов для 
получения хитоолигосахаридов. Последние широко распространены среди мик
роорганизмов [43^4-6]. Для многих из них известна способность секретировать 
хитинолитические ферменты в культуральную среду, например для бактерий 
рода: Bacillus, Serratia, Streptomyces и т.д. Изученные к настоящему времени хи
тиназы микроорганизмов относятся к эндогликаназам и преобладающим про
дуктом реакции деполимеризации является N,N'-диацетилхитобиоза, которая 
либо не гидролизуется этим ферментом, либо гидролизуется с очень низкой 
скоростью. Количество моносахарида в ферментативных гидролизатах хити
на/хитозана резко возрастает, если его расщепление происходит под действием 
системы ферментов: хитиназы и N-ацетил-b-D-глюкозаминадазы. Молекуляр
ная масса хитиназ названных выше микроорганизмов колеблется в диапазоне 
от 20 до 90 кДа. О субъединичной природе этих ферментов не известно, изо-
электрическая точка лежит в кислой и нейтральной областях, максимальная ак
тивность проявлялась в широком диапазоне рН от 4,0 до 8,0. Хитиназы бакте
рий обладают способностью адсорбироваться на субстрате (хитине/хитозане) за 
счет хитинсвязывающего участка в молекуле самого фермента [47]. 

Большинство микробных хитиназ успешно гидролизуют помимо коллоид
ного хитина также и хитозан, содержащий 10-50% N-ацетильных групп. Хити-
назные комплексы, продуцируемые бактериями рода Streptomyces, одни из са
мых эффективных источников внеклеточных ферментов с полимердеградиру-
ющими свойствами. Для образцов Bacillus species хитинолитическая активность 
была обнаружена в 8 из 29 исследованных образцов. Наиболее охарактеризова
ны хитиназы, продуцируемые бактерией В. circulans, которые являются пре
красными моделями для изучения хитиндеградирующего механизма. Это связа-



Таблица 2. Влияние условий проведения гидролиза на ММ хитозана 

но с высокой гомологией аминокислотных последовательностей у продуцируе
мых хитиназ, почти со всеми бактериальными, некоторыми растительными, а 
также хитиназами насекомых и животных. 

Хитинолитический комплекс культуры 5. marcescens также имеет сходство с 
большинством хитинолитических систем эукариотов и прокариотов и, кроме то
го, является самым активным продуцентом хитиназ среди бактерий рода Serratia, 
и отличается от других хитинолитических систем, которые действуют только на 
разрыхленный хитин тем, что гидролизует и кристаллический хитин [48]. 

Наши исследования показали что, гидролиз коллоидного хитина не очищен
ными препаратами хитиназ культур S. kurssanovii, Bacillus sp. и S. marcescens да
ют следующие результаты по восстанавливающим сахарам: 1,75, 1,36 и 
0,33 мкмоль/мин на 1 мг белка в препарате (см. табл. 1). 

Процесс гидролиза коллоидного хитина имеет линейную зависимость в пер
вый момент времени в условиях измерения хитиназной активности (0,1М Na-
фосфатный буфер рН6,8, 37 °С для хитиназ культур S. kurssanovii, Bacillus sp. и 
50 °С для S. marcescens). Скорость образования восстанавливающих Сахаров 
снижалась во времени быстро вероятно из-за накопления их в реакционной сре
де и как следствие ингибирования ферментативной реакции. 

Хитинолитические комплексы, использованные нами для гидролиза раство
ров хитозана, имели рабочий диапазон в интервале рН4-8 [49-51]. Оптималь
ные условия для проведения гидролиза описаны в работах [52-55] и представле
ны в табл. 2. 

Поскольку продукты ферментативной деполимеризации исходного хитоза
на представляют интерес, например, для биомедицинской отрасли, то желатель
но, чтобы конечный продукт содержал минимум посторонних белковых приме
сей. Поэтому мы иммобилизовали хитинолитический комплекс, продуцируе
мый культурой S. kurssanovii, на синтезированном макропористом сшитом хити
не [56], который получали реацетилированием 2%-ного раствора хитозана по 
методу Hirano [57] в присутствии нерастворимых в системе вода-метанол-уксус
ная кислота порообразователей, таких, как галоидпроизводные углеводородов 
(С-С12). Полученный биокатализатор имел хитинолитическую активность 
0,3-0,6 ед. активности на 1 г хитина, используя его мы получали низкомолеку
лярный водорастворимый при нейтральном значении рН хитозан [58]. 



ФЕРМЕНТЫ ДРУГИХ КЛАССОВ, 
ГИДРОЛИЗУЮЩИЕ ХИТИН И ХИТОЗАН 

Отсутствие дешевых ферментных препаратов с высокой хитинолитической 
активностью, а также расширение производства глюкозоамина, N-ацетилглю-
козоамина и хитоолигосахаридов подталкивает к использованию коммерческих 
препаратов с неспецифической активностью для деполимеризации хитина/хито
зана и их производных [59-61]. 

Была проведена большая работа по исследованию деполимеризации хити
на/хитозана, водорастворимого хитина и его производных, а также a-(1-->4)-по-
лигалактозоамина рядом коммерческих ферментных препаратов (Cellulase TV, 
Hemicellulase, Lipase AIE, Papain) [62]. Неожиданным явилось то, что эти препа
раты деполимеризуют и с разной степенью аминополисахариды. Кроме того, 
некоторые из этих препаратов проявляют гидролитическую активность, такую 
же, как хитиназы и лизоцим, а ряд протеаз (пепсин, бромелаин, фицин) более 
эффективно деполимеризуют хитозан по сравнению с препаратом хитиназ, на
пример, полученным при ферментации микроорганизма Serratia marcescens. 
Было показано, что при обработке уксусного раствора хитозана протеазами -
бромелаином и пепсином фермент-субстратное соотношение на порядок мень
ше, чем при работе с хитиназами {Serratia marcescens) и лизоцимом. 

Первоначально возникает предположение, что все эти препараты содержат 
примеси ферментов с хитинолитической активностью. Исследования показали, 
что это маловероятно по ряду причин. Во-первых, используемые ферментные 
препараты получены из разных источников - бактерий, грибов, млекопитаю
щих, растений. Во-вторых, не все из исследованных препаратов (около 25%) 
проявляли гидролитическую активность. В-третьих, рН-оптимум препаратов 
целлюлаз (4,5), липазы (3,0), папаина (3,0-4,0), гемицеллюлазы (3,5) отличается 
от оптимального значения рН действия большинства известных хитиназ 
(4,0-6,5). В-четвертых, все препараты имеют разный температурный оптимум 
работы. В-пятых, последовательное или одновременное использование двух 
ферментных препаратов не дает синергичного (действующего совместно) эф
фекта при гидролизе хитозана. 

Несомненным доказательством неспецифической активности к аминогли-
канам у названных ферментов было бы получение генноинженерного белка. 
Такая работа была проделана Музарелли с коллегами на примере липазы [63]. 
Исследовалась неспецифическая активность липазы (ЕС 3.1.1.3) из проростков 
пшеницы и рекомбинантной липазы из Candida antarctica к 1 %-ному раствору 
хитозана (ММ 700 кДа; СД 0,85). Из полученных результатов следовало, что ли
паза быстро деполимеризует субстрат (за 10 мин происходит снижение вязкости 
раствора на 90%), генноинженерная значительно хуже (в этом случае время гид
ролиза составляет несколько дней). Однако активность последней сильно воз
растала при добавлении в буфер соли (СаСl2). Поэтому можно предположить, 
что гидролиз хитина/хитозана с ферментными препаратами протекает по про
стому механизму кислотно-основного катализа, о котором говорилось выше. 

Интересно отметить, что полисахарид - ксантан (не аминогликан) не гидро-
лизуется ни одним из выше названных ферментных препаратов. С точки зрения 
механизма кислотно-основного катализа это можно объяснить тем, что при от
сутствии второго кислого остатка (который действует как нуклеофил в первой 
части каталитического цикла), достаточно близко расположенного к каталити
ческому центру (Glu), эту роль выполняет карбонильный кислород N-ацетиль-
ной группы при С2 атоме в субстрате. 



Применение коммерческих ферментных препаратов для деполимеризации 
аминогликанов имеет существенный недостаток - используемые количества, в 
большинстве случаев, соизмеримы с количествами взятого субстрата. Поэтому 
получаемый гидролизат нуждается в дополнительной очистке от примеси по
сторонних белков. Это можно преодолеть путем иммобилизации ферментных 
препаратов на доступном сорбенте. 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 
ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ХИТИНОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ 

И ИММОБИЛИЗАЦИЯ ФЕРМЕНТОВ ДРУГИХ КЛАССОВ 
НА ХИТИНСОДЕРЖАЩИХ НОСИТЕЛЯХ 

Иммобилизованные ферменты обладают целым рядом преимуществ, при 
использовании их в прикладных целях. Основное заключается в том, что мож
но получить продукт не загрязненный ферментом, а это особенно важно в пи
щевом и фармацевтическом производствах. Немаловажным является и ис
пользование катализатора многократно, кроме того, гетерогенный катализа
тор позволяет проводить процесс непрерывно, например, в проточных колон
ках [64J. 

Широкое применение для иммобилизации ферментов нашли природные по
лисахариды: целлюлоза, дестран, агароза и их производные, что объясняется их 
доступностью и наличием реакционноспособных групп, легко вступающих в 
различные химические реакции и высокой гидрофильностью. Также перспек
тивным может оказаться использование полиаминосахаридов, в частности, 
сшитого хитина [56, 65-68]. Несомненный интерес представляют работы свя
занные с иммобилизацией клеток, продуцирующих гидролазы во внешнюю сре
ду [69-71]. Китайские исследователи показали возможность деградации хитоза
на в биореакторе заполненном пластинами пористого полиуретана, на которых 
иммобилизованы клетки Trichoderma reesei, продуцирующие хитозаназу. Сте
пень полимеризации, получаемых олигосахаридов можно регулировать продол
жительностью времени гидролиза. Выход по D-глюкозоамину составлял 73%. 
Процесс в биореакторе можно проводить многократно (10 циклов) без ощути
мой потери активности фермента и выхода конечного продукта. 
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КЛЮЧЕВАЯ РОЛЬ ХИТИНА 
В ОБРАЗОВАНИИ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ ГРИБОВ 

Е.П. Феофилова 
Институт микробиологии РАН, Москва 

teresh@beep.ru 

Настоящий литературный обзор посвящен особой роли хитина в образова
нии и функционировании клеточной стенки (КС) мицелиальных грибов. Следу
ет отметить, что с этих позиций значение хитина рассматривается впервые, и в 
связи с этим более подробно обсуждаются последние представления о строении, 
составе КС и связи хитина с другими биополимерами. Данные вопросы рассма
триваются как необходимые для развития и совершенствования биотехнологий 
получения этого полиаминосахарида. 

ПРЕИМУЩЕСТВА БИОТЕХНОЛОГИЙ ПОЛУЧЕНИЯ ПОЛИАМИНОСАХАРИДОВ 
ИЗ МИЦЕЛИАЛЬНЫХ ГРИБОВ ПО СРАВНЕНИЮ С ДРУГИМИ 

СЫРЬЕВЫМИ ИСТОЧНИКАМИ 

Вступление человечества в XXI век совпало с особым интересом к биотех
нологии. Эта отрасль биологии стала ведущим направлением среди технологий 
нового столетия. А основными продуцентами, которые будут использоваться в 
новых биотехнологиях, оказались грибы. Особый интерес у биотехнологов к 
мицелиальным грибам можно объяснить следующими причинами. Мицелиаль-
ные грибы широко распространены в природе, их известно более 1,5 млн видов, 
т.е. по численности эти организмы уступают только насекомым и занимают 
второе место в мире. Эта группа эукариотных организмов очень гетерогенна по 
своему составу, что проявляется в физиолого-биохимических особенностях и 
химическом составе клеток, их морфологии и способах размножения [1,2]. Осо
бенности биохимической активности грибов/дают возможность использовать 
их для получения ценных биологических соединений, продуцентами которых 
ранее служили растения в животные. 

Интерес биотехнологов к грибам объясняется не только их способностью 
образовывать почти 70-80% БАВ, получаемых в настоящее время [3]. Грибные 
производства можно сделать высоко технологичными. Им свойственна полная 
контролируемость биотехнологического процесса, использование дешевого, 
непищевого сырья, например, лигноцеллюлозных отходов, краткосрочность 
ферментации, процесс производства может быть замкнутым или полузамкну
тым, что отвечает современным экологическим требованиям. Безотходность 
современных грибных биотехнологий означает многоцелевое использование 
мицелия и культуральной жидкости для получения нескольких (до 10) конечных 
продуктов, например, органических кислот, липидов, белков, пигментов, био
генных элиситоров и структурных компонентов КС грибов полисахаридной 
природы [1,4-6]. Получение последних, в частности полиаминосахаридов (хити
на, хитозана и др.), представляет в настоящее время одну из перспективных об
ластей биотехнологии. 

Отметим, что интерес к хитину и особенно к хитозану постоянно растет, что 
объясняется их уникальными свойствами, позволяющими использовать эти по-
лиаминосахариды в различных областях промышленности, в медицине и сель
ском хозяйстве. Основным источником получения хитина до сих пор является 
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панцирьсодержащее сырье (ПСС), получаемое как отход'от производств, в кото
рых используют представителей Arthropoda. Мировых запасов ПСС хватит для 
получения 150 тыс. т хитина в год [7]. Однако несмотря на то, что запасы рако
образных увеличиваются в последние годы за счет их искусственного разведе
ния, все острее встает вопрос о новых источниках получения хитина. Ими могут 
быть некоторые водоросли, в частности, Thalassiosira fluviatilis и Cyclotella cryp-
tica, насекомые, такие гидробионты, как, например, Obelia longissima, фараоно
ва каракатица и грибы [8-10]. Из диатомовых водорослей получают высококри-
сталличные хитиновые волокна, выход которых составляет 76-80%. Однако все 
попытки культивировать эти водоросли в искусственных условиях в виде перио
дических культур или путем проточного культивирования не являются экономи
чески выгодными, так как выход биомассы водорослей оказывается очень не
значительным. В этом отношении более перспективны гидроиды О. long., кото
рые легко культивируются в условиях моря. В настоящее время разработан спо
соб получения хитина и хитозана из биомассы этих гидроидов [11, 12]. Источни
ки получения хитина могут быть и более экзотическими: предложено получать 
хитин из надкрыльев тараканов, майских жуков, кораллов и термитов. Но, к со
жалению, все эти методы получения полиаминосахаридов не пошли далее уров
ня кустарного производства. Учитывая достаточно низкую предполагаемую сто
имость хитина, получаемого из грибов, именно этот источник должен стать од
ним из основных в биотехнологии XXI века [13]. 

В настоящее время не вызывает сомнений, что именно мицелиальные гри
бы, относящиеся к порядку Eurotiales и Mucorales, представят наибольший инте
рес для биотехнологов как продуценты полиаминосахаридов. Объясняется это 
следующими причинами. Из всех известных организмов, образующих хитин, 
грибы обладают самой высокой скоростью роста. Получение грибной биомас
сы происходит в ферментерах и не зависит от сезонности и капризов погоды. 
Содержание хитина в грибах достаточно высокое - до 60% от веса клеточной 
стенки [4]. Для выращивания грибной биомассы в качестве питательных сред 
можно использовать самые дешевые субстраты - жидкие отходы (сульфитные 
щелока) целлюлозно-бумажной промышленности, годовой объем которых 
превышает сотни миллионов тонн в год, а также крахмалсодержащие отходы 
пищевой промышленности, отходы от молочных производств, например, сыво
ротку и другие отходы. 

Производство грибного хитина имеет ряд технологических преимуществ по 
сравнению с производством хитина крабов. Например, отпадает необходимость 
в размельчении получаемого конечного продукта, удаления из него карбоната 
кальция, производство становится экологически более чистым, так как при по
лучении грибного хитина применяются разбавленные кислоты и щелочи, не 
требуется создания больших отстойников для агрессивных жидкостей. 

Однако исследования в области изучения химического строения, биосинте
за, физико-химических свойств хитина грибов значительно меньше того вклада, 
который внесен в изучение хитина Arthropoda [14]. 

Данные последних лет свидетельствуют о том, что значительный прогресс 
в исследовании хитина Fungi может быть достигнут с расширением наших пред
ставлений о строении и химическом составе клеточной стенки грибов и особен
но о комплексах полиаминосахаридов с белками, липидами и другими компо
нентами этой поверхностной структуры клетки. Эта задача поставлена в насто
ящей работе, где с этой целью используются как литературные, так и собствен
ные данные автора и работающих с ним коллектива сотрудников. 



СТРОЕНИЕ И СОСТАВ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ МИЦЕЛИАЛЬНЫХ ГРИБОВ 

КС имеет чрезвычайно важное значение для всей клетки: ею определяется 
размер клетки и ее форма в прошлом, настоящем и будущем [15]. Это не мерт
вая, неактивная структура, а живая, динамичная система, активно взаимодейст
вующая с ниже лежащей протоплазмой и окружающей средой. 

Сведения о структуре, составе и биосинтезе КС можно найти в обзорных ра
ботах [4, 13, 15-19]. Во всех исследованиях можно проследить ключевую роль 
метаболизма хитина в росте гифы и тот факт, что микрофибриллы хитина яв
ляются первичным "скелетом", на котором строится клетка. 

Рост грибной клетки может быть либо сферическим, либо апикальным (по
ляризованным) [20]. Первый свойствен дрожжевым организмам, второй - мице-
лиальным грибам. Синтез КС у последних происходит в два этапа. Так называ
емая первичная КС синтезируется путем отложения новых слоев биополимеров 
на кончике гифы, вторичная КС образуется в дистальной части гифы, обычно 
отложением нового материала на наружной части первичной КС. Свойства 
этих двух типов КС различны. Так первичная КС более хрупкая и легко лизи-
руется в гипотоническом растворе. При превращении во вторичную КС эта 
структура меняет свои свойства, становясь более прочной и более толстой. 

Процесс увеличения прочности КС грибов включает следующие этапы: 
1) поперечное связывание компонентов; 2) связывание индивидуальных полиса
харидов в микрофибриллы; 3) отложение новых компонентов КС [15]. 

У мицелиальных грибов поперечно связанными компонентами микрофи
брилл КС являются хитин и триплетный хеликс b-1,3-глюкановой цепи. Имен
но эти два биополимера придают прочность КС грибов, причем особую устой
чивость придают хитиновые цепи. Это подтверждают следующие наблюде
ния. Установлено, что апикальная и дистальная части КС содержат разное ко
личество хитина: в растущей части гифы хитина в 2-3 раза меньше, чем в зре
лой КС. Особенно заметны отличия в содержании хитина в КС Coprinus 
sterquilinus (1,54 в апексе и 5,85% во вторичной КС), причем прочность возрас
тает соответственно [21]. 

В полярном росте гифы большое значение имеет биоэлектрический по
ток, что впервые было установлено у псевдогрибов с апикальным ростом. 
Так, для Allomyces macrogynus отмечен положительный поток электричества 
0,16 мкА • см-2 на расстоянии 40 мкм от апекса, при этом гифы первоначаль
но двигается в направлении катода, а далее - к аноду [22]. 

Микрофибриллы хитина синтезируются комплексом ферментов, состоя
щих из полипептидов, локализованных в мембране. Этот комплекс состоит из 
полипептидов хитинсинтазы (хитинсинтетазы), но в него могут входить и дру
гие полипептиды - это хитиназа и уридиндифосфатаза. Хитинсинтаза состоит 
из четырех полипептидных субъединиц, которые локализованы в апексе гифы 
или в месте образования ветвлений гифы. Установлено, что стрессовые воздей
ствия на мембрану вызывают конформационные изменения в хитинсинтазе или 
изменяют взаимодействия между этим ферментом и ассоциированными поли
пептидами, что способствует активации синтеза хитина. Подтверждением роли 
стресса может служить тот факт, что галотолерантный штамм Zygosaccharo-
myces rouxii имеет до 15% хитина в КС, но, если концентрация соли в среде сни
жается, то уровень хитина не превышает 2%. 

Установлено, что в КС грибов, в частности у дрожжей, могут принимать 
участие две хитинсинтетазы, одна из которых необходима для образования 
септ, а вторая является как бы аварийным ферментом. Обе хитинсинтетазы мо
гут участвовать в репаративных процессах восстановления хитиновых микро- . 



фибрилл при повреждении КС [23, 24]. В более поздних исследованиях, учиты
вая последовательность аминокислот, было установлено уже три типа хитин-
синтетазы и было высказано предположение о различной роли этих ферментов 
в образовании хитина [25]. В ростовых процессах грибов, вероятно, участвуют 
и хитиназы, но роль этих ферментов пока не ясна [15]. Не вызывает сомнений 
тот факт, что эти хитиндеградирующие ферменты образуются на всех стадиях 
роста грибов. Создана модель [26] взаимодействия хитинсинтаз и хитиназ в про
цессе апикального роста, однако рост и ветвление гиф продолжаются при доба
влении ингибитора биосинтеза хитиназ - аллозамидина. Поэтому наиболее оче
видной ролью хитиназ является их автолитическая функция, например, при от
делении дочерней дрожжевой клетки от материнской [27]. У грибов Aspergillus 
nidulans идентифицирована эндохитиназа, которая также участвует в автолити-
ческих процессах. Синтез этого фермента регулируется продуктами деградации 
хитина, возможно, через механизм индукции [28]. 

В последние годы большое значение в морфогенезе КС грибов придают 
специальным образованиям - везикулам (их называют хитосомами). В этих 
специальных везикулах присутствуют стерины и зимоген-хитинсинтетазы. 
Хитосомы образуют in vitro в присутствии субстрата хитиновые микрофиб
риллы, неотличимые от тех, что образуются in vivo. Полагают, что активная 
хитинсинтетаза, локализованная в плазменной мембране, является акцепто
ром N-ацетилглюкозаминовых остатков из УДФ-N-ацетилглюкозамина и пе
реносит их на хитиновые цепи [29]. Этот процесс координируются VS-цент-
ром (центром снабжения везикулами), из которого везикулы, содержащие 
ферменты, поступают к поверхности КС и участвуют в синтезе полимеров. 
Именно VS-центр, определяющий направление движения везикул, формирует 
форму КС грибов [30]. Полисахаридный состав клеточной стенки у различных 
представителей грибов может значительно различаться, но все же компоненты 
КС можно разделить на две группы. Это - структурные компоненты (I) и ком
поненты, заполняющие пространство между ними (II) [23, 24]. Первые компо
ненты представлены полиаминосахаридами (хитином, хитозаном) и глюканами, 
имеющими b-(1 —> 3), b-(1 —> 4), b-(1 —> 6)-связи. Вторые - являются маннопро-
теинами, галактоманнопротеинами, ксиломаннопротеинами, глюкурономанно-
протеинами и a-(1 —> 3) - глюканами. 

Химическое строение КС впервые наиболее подробно было изучено на 
примере гиф базидиомицета Schizophyllum commune [31]. Было показано, что в 
состав КС гиф входят глюкоза (67,6%), манноза (3,4%), ксилоза (0,2%), N-аце-
тил-D-глюкозамин (12,5%), аминокислоты (6,4%) и липиды (3,06%). На поверх
ности гиф базидиальных грибов локализован слизистый материал, состоящий 
из полисахаридов, представленных 1,3-b-глюканами, содержащими только глю-
козные единицы, присоединенные b-1,6-связями к каждой третьей единице глю
козы по длине основной цепи. На внешней поверхности гифы присутствует так
же S-глюкан, состоящий исключительно из 1,3-связанных глюканных остатков. 

В более глубоких слоях гиф содержится щелоченерастворимый R-глюкан, 
тесно связанный с хитином. Это сильно разветвленный глюкан, содержащий 
b-1,3 и b-1,6-связи. Интересно, что внутренняя часть этого нерастворимого в 
щелочах глюкана обнаруживает структурное сходство с глюканами, располо
женными в слизистом слое на самой поверхности гифы. 

Следует отметить, что глюканы, содержащие b-1,3 и b-1,6 связи, характер
ны для представителей всех таксономических классов грибов, за исключением 
зигомицетов. Интересно, что у дрожжей основным является также R-глюкан, 
но степень ветвления этого глюкана менее выражена, чем у базидиальных гри-



бов [31]. Глюканы, например 1,3-глюканы, образуют наиболее прочный комп
лекс с хитином, называемый хитин-глюкановым комплексом (ХГК), который 
составляет "скелет" грибной клетки. Кроме этих биополимеров в зависимости 
от видовой принадлежности грибов в их КС могут присутствовать специфиче
ские соединения. Например, в КС высших грибов, в частности Schizophyllum 
commune обнаружены гидрофобные белки (гидрофобины), богатые цистеином. 
Интересно, что гидрофобины присутствуют только в воздушных гифах и их нет 
в мицелии, растущем в погруженных условиях. Гидрофобины обнаружены во 
многих грибах, относящихся к Eomycota и Neomycota: Pleurotus ostreatus, 
Coprinus cinereus, Agaricus bisporus {Basidiomycota), у Ascomycota {Penicillum 
chrysogenum, Neurospo'ra crussa) и у зигомицета Mucor mucedo [32]. 

Гидрофобины относят к структурным белкам, участвующим в процессе по
явления воздушных гиф грибов. Это - небольшие секреторные белки, содержат 
семь остатков цистеина. Гидрофобины свойственны воздушным структурам 
грибов и, кроме воздушного мицелия, содержатся в спорах и плодовых телах. 
Эти соединения координируют закрепление гифов в твердом субстрате и пер
пендикулярное расположение относительно поверхности субстрата. Особенно 
велика роль гидрофобинов, когда гриб-паразит осуществляет первый этап па
разитического сожительства - прикрепляется к хозяину [33]. Гидрофобины 
представляют новый класс белков и для их выделения используются методы, 
нетипичные для экстракции белков [34]. Интересным химическим свойством 
гидрофобинов является то, что они растворяются только в трихлоруксусной и 
муравьиной кислотах. Гидрофобины образуют пленку, которая покрывает по
верхность КС гиф, имеет толщину около 10 мкм и представляет собой мозаику 
из параллельных палочек [35]. Полипептидные соединения, аналогичные по 
функциональной роли гидрофобинам, имеются и у актиномицетов. У последних 
наиболее распространен стрептофактин - амфипатический пептид, участвую
щий в формировании воздушных гиф у Streptomyces coelicolor. 

Гидрофобины, располагающиеся между КС гифы и воздушной средой, 
влияют на морфогенные процессы, например, на образование спор, плодовых 
тел и структур, образующихся при инфицировании грибом растительных тка
ней. Гидрофобность поверхности КС грибов придает и другой тип грибных бел
ков, называемых репеллентами. Последние обнаружены у грибов-патогенов, 
например, Ustilago maydis. 

Образование гидрофобинов находится под контролем двух генов - Le.hyd.1 
и Le.hyd.2, изученных у Lentinus edodes. Определена нуклеотидная последова
тельность этих генов [36]. 

Поверхность КС грибов может быть покрыта высокомолекулярными пиг
ментами фенольной природы (меланинами). Черный цвет меланина и его за
щитные функции связаны с тем, что в его молекуле присутствуют неспаренные 
электроны. Этот черный пигмент обладает выраженными антиоксидантными и 
генопротекторными свойствами [37] и, таким образом, КС имеет своеобразный 
"щит" от действия активных форм кислорода. Биосинтез меланина полностью 
не выяснен, но существенное значение имеет то, что в этом процессе участвуют 
аминокислота тирозин и фермент тирозиназа (меланинцитостимулирующие 
гормоны). Реакция образования меланина протекает следующим образом: ти
розин -> 3,4-дигидроксифенил-аланин (ДОФА) —> ДОФА-хинон —> полимериза
ция -» меланин [38]. Биосинтез меланина у грибов Inonotus obliquus стимулиру
ется ионами меди, пирокатехином и тирозином [37]. 

Основной функцией меланина является защита от УФ-облучения, которое 
может внести серьезные нарушения в архитектонику мембран, т.е. влиять на со-



став липидов. При облучении изменяется ионная проницаемость мембраны, из-
за чего клетки набухают и разрываются. Меланин является прекрасным фильт
ром, так как он задерживает более 90% УФ. 

Предполагают, что меланин, связанный с хитином, чрезвычайно устойчив к 
воздействию ферментов. Особенно защищены в этом отношении грибные спо
ры, у которых меланин всегда покрывает споровую оболочку, придавая особую 
устойчивость споры к бактериальному лизису. 

Еще одним компонентом КС грибов является спорополленин [39]. Споро-
полленин подобно хитину и целлюлозе не имеет растворителей, способных его 
извлечь из КС, поэтому при выделении из природных объектов применяется 
сначала последовательная деградация, растворение и гидролиз соединений, вхо
дящих в состав КС. Спорополленин отличается еще большей устойчивостью к 
внешним воздействиям, чем хитин. Спорополленин устойчив к щелочам и силь
ным кислотам (серной, соляной, фтористой и фосфорной). Разрушить его мож
но только очень сильными окисляющими агентами, например, озоном с после
довательной обработкой Н2O2, хромовой кислотой и азотной кислотой [40]. 

Как правило, спорополленин содержит природные объекты, способные 
синтезировать каротиноиды. Эта связь не случайна, так как спорополленин яв
ляется продуктом окислительной полимеризации b-каротина. В зигоспорах ка-
ротинсинтезирующих грибов спорополленин располагается в наружном слое 
КС. Именно в этом слое располагаются хитин, хитозан, меланин и спорополле
нин. Цитохимические исследования позволяют заключить, что спорополленин 
выполняет структуральную функцию и поддерживает единство биополимеров 
этого слоя КС. Учитывая, что спорополленин является высоконенасыщенным 
соединением, а на поверхности клеток, (например, пыльцевых) могут образовы
ваться активные формы кислорода [41], можно предположить, что спорополле
нин выполняет также и антиоксидантные функции. 

В КС мукоровых грибов присутствует уникальный гетерополисахарид, в со
став которого входят в основном уроновые кислоты, фукоза, галактоза, манно-
за, получивший название мукорана [4]. У гетерополисахаридов КС грибов клас
са Urediniomycetes основным компонентом является манноза, наряду с которой 
для базидиомицетных дрожжей характерно присутствие в КС таких минорных 
моносахаридов как глюкоза, галактоза, фукоза, рамноза и арабиноза [42]. У 
S. commune присутствует полисахарид шизофиллин, обладающий выраженной 
противораковой активностью [31]. 

Согласно последним данным, все перечисленные выше биополимеры тесно 
взаимосвязаны ионными и ковалентными связями с хитином, который с этих 
позиций осуществляет роль координатора ростовых процессов. 

Отдельные компоненты КС могут быть связаны друг с другом ковалент
ными связями, например, b-глюкан с хитином, или Р-глюкан с маннопротеи-
ном [43]. У Candida albicans хитин так же связан ковалентной связью с b-(l,6)-
глюканом, причем гликозидная связь занимает позицию 6 в N-ацетилглюкоза-
мине и позицию 1 в глюкозе молекулы глюкана [44]. У дрожжей S. cerevisiae 
терминальный остаток восстановленной хитиновой цепи прикреплен b-(1 —>4) 
связью к невосстановленному концу молекулы b-(1 —>3)-глюкана [45]. У дрож
жей 40-50% хитиновых целей связаны с глюканом, а соотношение хитина и 
глюкана составляет 1:10. Возникает интересный вопрос, ответ на который 
свидетельствует об особых свойствах хитиновых цепей. Каким образом такое 
небольшое количество хитина влияет на солюбилизацию в горячей щелочи 
почти 70% глюкана? Оказалось, что это зависит от различной длины цепей 
хитина и глюкана, у последнего длина цепи около 1500, а у первого - около 



100. Таким образом, относительно небольшое количество хитина может вли
ять на свойства глюкана, который в дрожжевой клетке превышает содержа
ние хитина почти в 15 раз [45]. В процессе образования ковалентной связи ме
жду хитином и b-(1—>3)-глюканом принимает участие фермент Chs3, что мо
лекула хитина первоначально связана с растворимым глюканом, который яв
ляется предшественником нерастворимого глюкана, и что хитиновая цепь рас
тет с восстановленной части полимера, и эта, только что синтезированная 
цепь, сразу переносится на глюкан [45]. 

Интересно, что у Molusca хитин связан ковалентной связью с белком и этот 
комплекс называют протеоглюканом. Помимо ковалентно связанных белков, 
часть их может быть ассоциирована с хитином в виде менее прочно связанного 
комплекса. У моллюсков хитин представлен, как и у грибов, b-хитином, однако, 
степень кристалличности хитина у Cephalopodes выше, чем у грибов. У послед
них также часть хитина, особенно у представителей Neomycota, связана ионны
ми и ковалентными связями с белками. Недавно установлено, что у Saccharo-
myces cerevisiae b-1,6-гликозилированный маннопротеин связан поперечными 
связями с хитином, причем количество сшитых таким образом полиаминосаха-
рида и маннопротеина увеличивается при снижении уровня b-1,3 -глюкана [46]. 

У насекомых и других беспозвоночных хитин также всегда связан с белком ли
бо ковалентными, либо ионными связями, образуя упорядоченную структуру [47]. 
Единственное исключение составляет в этом отношении b-хитин диатомовых во
дорослей [48]. Хитин может быть минерализован, в частности кальцинирован, или 
склеротизирован, благодаря связям с фенильными и липидными молекулами [49]. 
Отметим, что наиболее высокое содержание Са2+ - в панцире краба Cancer magis-
ter, наименьшее - в КС мукоровых грибов. Хитин связан также с пигментами, при
сутствующими в КС грибов - с каротиноидами (b-каротином, ликопином). Хими
ческий состав КС в значительной степени определяет ее морфологию. Идеальной 
моделью для изучения этой зависимости может служить мукоровый диморфный 
гриб Mucor rouxii. При определенных условиях культивирования этот гриб обра
зует мицелиальные или дрожжевые клетки, КС которых значительно отличают
ся по своему химическому составу [50]. Так, например, в КС мицелиальной формы 
было больше свободных и связанных липидов. Однако, в дрожжевой форме со
держалось больше белка, пуринов, пиримидинов и особенно много маннозы (в 
пять раз больше, чем в мицелии М. rouxii). Обе формы клеток различались по тол
щине КС и содержанию в них хитозана, которого идентифицировано больше в ми
целиальной форме М. rouxii. На ветвление гиф грибов оказывают влияние содер
жание в цитоплазме ионов кальция [51]. Медь и кобальт также влияют на состав 
КС грибов. Так, кобальт уменьшает содержание глюкозамина в КС 
Cunninghamella blakesleana, понижает количество щелочерастворимых нейтраль
ных Сахаров, но увеличивает уровень белка. При этом меняется устойчивость КС 
к действию хитиназ и хитин мицелия легче гидролизуется этими ферментами [52]. 

Отложение хитина в КС грибов может изменяться под действием калкоф-
люора - флуоресцентной краски, которая используется как специфический 
краситель для хитина. Эта краска не влияет на биосинтез хитина, а только на 
его кристаллизацию, приводя к изменению КС и ее утолщению [53]. Интерес
но, что аналогичное явление отмечается при блокировке синтеза белка цикло-
гексимидом. И в этом случае наблюдается утолщение КС Blakeslea trispora (при
близительно в два раза), причем увеличение размеров КС характерно для суб
апикальной части, однако, общее количество хитина практически не отличает
ся от такового контрольного мицелия [54]. Следовательно, эти данные позволя
ют считать, что процесс образования микрофибрилл хитина не зависит от син-



теза белка. Аналогичные данные получены при изучении действия циклогекси-
мида на архитектонику КС Aspergillus niger [55]. 

На образование хитина влияет также состав среды выращивания, возраст ми
целия и фаза развития грибов. Наиболее подробно влияние этих факторов на уро
вень хитина было изучено у A. niger [56]. В данном случае хитин связан ковалент-
ной связью с (3-глюканом и оба эти компонента КС образуют хитин-глюкановый 
комплекс. Проведенное исследование позволило установить три новых факта. 

1. Состав сред является фактором, позволяющим влиять на выход хитина и 
глюкана. Усиленному образованию ХГК способствует наличие в средах сахаро
зы и аммонийного азота при сильном закислении среды до рН 2,0. 

2. Установлено, что в процессе роста КС соотношение основных опорных био
полимеров в ней практически не меняется, что свидетельствует о том, что струк
турные полисахариды формируются на самых ранних стадиях образования КС. 

3. Содержание хитина и глюкана изменяется в процессе онтогенеза (от спо
ры к мицелию), причем наиболее богаты хитином зрелые спороносцы и мице
лий в стадии идиофазы. 

Изложенные выше данные, посвященные изучению состава и образования 
КС, представляют интерес для биотехнологии, так как позволяют получать ми
целий, имеющий различный состав структурных полисахаридов и обладающий 
различной степенью прочности и толщиной КС. Это, в свою очередь, позволя
ет управлять морфологией мицелия. Например, показано, что рыхлый мицелий 
образуется в случае, если в КС преобладает глюкан. Если КС обогащены хити
ном, то мицелий имеет форму пеллетов [5]. А как установлено при производст
ве целого ряда БАВ, в том числе антибиотиков, морфология мицелия тесно 
коррелирует с его биосинтетической активностью. Следовательно, зная основ
ные закономерности образования и строение КС грибов, мы получаем возмож
ность управлять биосинтезом хитина и создавать биотехнологии, обеспечиваю
щие наиболее высокий выход этого полиаминосахарида. 
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Появление нового направления в биологии - науки о способности организ
мов выживать при действии неблагоприятных факторов, названной биохими
ческой адаптацией к стрессу, вызвало новый интерес к хитину грибов. Было 
показано, что этот полиаминосахарид представляет собой первый "щит", спа
сающий клетку от наступления неблагоприятных условий. Накоплены дан
ные, показывающие, что при изменении температуры, действии ядов, радиа
ции и других отрицательных факторов происходит интенсивный синтез мик
рофибрилл хитина и утолщение клеточной стенки - "щита", защищающего 
клетку. Предполагают, что такую же роль хитин выполняет и у других эука-
риотов, и именно этим можно объяснить тот факт, что только грибы и беспо
звоночные стали самыми многочисленными группами среди обитателей зем
ного шара. Эта функциональная роль хитина в стратегии выживания делает 
понятной его уникальные физико-химические свойства, которые сейчас вы
зывают особый интерес у медиков. 

О хитине грибов мы знаем мало, поэтому сводка данных о распространении 
этого полиаминосахарида, о его свойствах, биосинтезе и практической значимо
сти представляется достаточно полезной и своевременной. 

КРАТКИЕ ДАННЫЕ ОБ ОТКРЫТИИ ХИТИНА У ГРИБОВ 

Первым исследователем, обнаружившим в 1799 г. хитин, был Хачетт 
[1], который, обрабатывая крабы, креветки и омары минеральными кисло
тами, получил желтоватого цвета хрящеподобное вещество. Название хи
тин было предложено Одье [2], который получил из майского жука рого
подобный материал. А несколько раньше Браконо [3] при обработке бази-
диомицетного гриба Agaricus bisporus разведенной теплой щелочью с пос
ледующей сухой перегонкой было получено соединение, представляющее 
собой неочищенный хитин, названный фунгином. После исследований 
Хакмана [4] хитином стали называть химически чистое вещество, получен
ное определенным методом и обладающее свойствами, приведенными ни
же, а название "нативный хитин", часто употребляемое в литературе, пред
ложили для природных комплексов хитина с различными клеточными ве
ществами. 

Строение хитина изучил Леддерхозе [5], который выделил из хитина 
Arthropoda аминосахар, названный глюкозамином, и уксусную кислоту, и пока
зал, что эти соединения содержатся в хитине в эквимолекулярных количествах. 
В составе мицелия низших грибов {Eomycota) хитин был найден еще в 1895 г., а 
несколько позже Вислинг [6] с помощью специально разработанного микрохи
мического теста обнаружил этот биополимер не только у Eomycota, но и у пред
ставителей Ascomycota {Aspergillus, Penicillium). 
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В связи с тем, что выделение хитина из грибов представляет более сложный 
процесс по сравнению с хитином ракообразных, наши знания о хитине грибов 
или о микохитине, как его называют в последние годы, значительно ограниче
ны. Однако с конца XX столетия в связи с обнаружением очень ценных меди
цинских свойств биополимеров клеточной стенки (КС) грибов, число исследо
ваний в этой области резко возросло, и наиболее ценный вклад в наши предста
вления о динамике роста грибной гифы, регуляции в ней синтеза хитина и о ро
ли этого полиаминосахарида в процессе морфогенеза внесли работы Гудея с со
авторами [7, 8]. Основополагающее значение для развития представлений о ро
ли хитина в КС грибов имели первые работы Бартински-Гарсия [9] и Весселс 
[10]. В СССР первая книга о биополимерах КС грибов, в том числе о хитине вы
шла в 1983 г. [11]. 

Исчерпывающая сводка данных о биосинтезе микрофибрилл хитина и о ро
ли в этом процессе специальных везикул (хитосом) была опубликована в трудах 
симпозиума, посвященного КС и мембранам грибов [12]. Данные о наличии не
скольких форм клеточных ферментов (хитиназ, деацетилаз, хитинсинтетаз), их 
роли в синтезе КС грибов, регенерации этой поверхностной структуры, об об
разовании грибных протопластов и гифальных взаимодействиях позволили к 
началу XXI столетия наиболее полно представить ключевую роль хитина в он
тогенезе грибов [13-16]. На X Международном конгрессе по бактериологии и 
прикладной микробиологии, в Париже в 2002 г., в разделе, посвященном мице-
лиальным грибам, рассмотрены новые достижения полученные при изучении 
биосинтеза КС грибов. 

ФУНКЦИЯ И БИОСИНТЕЗ ХИТИНА В КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКЕ ГРИБОВ 
Различная форма грибных клеток, таких как мицелий, дрожжи, почкующи

еся клетки, плодовые тела, спорангиоспоры, зитоты, конидии, урединоспоры и 
др. зависит от их экзоскелета, представленного хитином. Следовательно, синтез 
хитина определяет внешний вид клетки, а также ее химический состав. Но кро
ме этих функций синтез хитина связан в КС с ее тургором, морфогенетическим 
развитием, синтезом липидов и активностью ряда ферментов, образующих КС 
грибов [16, 17], а также с ядерным аппаратом грибной клетки [18]. Наконец, 
роль хитина в КС вызвала в последние годы особый интерес в связи со способ
ностью патогенных грибов контактировать с клетками растений и животных, 
нанося огромный вред сельскохозяйственным культурам и здоровью людей. 

Мицелиальная форма грибной клетки определяется ее апикальным (поля
ризованным) ростом, причем рост КС происходит в два этапа и координирует
ся синтезом хитина [19-24]. При этом показано, что при действии неблагопри
ятных температур количество хитина в КС Cunninghamella japonica увеличива
ется в 3-4 раза по сравнению с контрольным мицелием [24]. 

Установлено, что синтез хитина является ответвлением основного пути об
разования уридинфосфата-N-ацетил-D-глюкозамина (УДФАГА). Последний 
может использоваться как на синтез хитина, так и на образование долихола 
[26]. Первым соединением, которое используется на образование хитина, явля
ется трегалоза. Этот факт представляет собой интерес в связи с современными 
представлениями о роли трегалозы, которая образуется у грибов только в усло
виях стресса [27], что объясняет усиленный синтез хитина в дистальной части 
гифы при действии стрессоров. 

Ранее предполагали, что биосинтез хитина у грибов после образования 
УДФАГА осуществляется по модели, предложенной еще в 1987 г. для клетки 



дрожжей [19,20, 28]. В образовании УД ФАГА принимают участие два фермен
та: фосфоацетилглюкозаминмутаза и УДФ-ацетил-глюкозаминпирофосфори-
лаза. Дальнейшие этапы синтеза хитина осуществляются при участии фермен
та хитинсинтетазы (ХС) или хитинсинтазы (УДФ-2-ацетамидо-2-дезокси-D-
глюкоза:хитин 4-ацетамидодез-оксиглюкозилтрансфераза, КФ 2.4.1.16). Боль
шим достижением было открытие двух фактов. 

1. Хитинсинтетаза существует в виде зимогена и ее активация находится под 
контролем двух специальных факторов; 

2. Наличие специальных клеточных структур - хитосом, содержащих и пе
реносящих ХС, которая осуществляет синтез хитина. 

Участие ХС в синтезе хитиновых нитей было подтверждено в опытах, в ко
торых хитосомальная ХС, обработанная протеазой при добавлении УДФАГА и 
дивалентных катионов образовывала фибриллы хитина. Синтез хитина значи
тельно стимулировался участием мембранного кофактора, содержащего липид 
(фосфолипид) [26]. Этот факт нашел объяснение в работах японских ученых 
[29], показавших, что активность ХС увеличивается в 2,7 раза при добавлении 
фосфатидилинозита. Активность фермента возрастает также в присутствии 
1-пальмитоолеил-2-арахидоил- и 1-стеарил-2-арахидоил-фосфатидилхолина. 
В то же время ацильные цепи липидов, содержащие ненасыщенные жирные ки
слоты, ингибируют активность ХС. 

Синтез хитина на модели Кабиба [28] пока удалось осуществить только in 
vitro, а как он происходит in vivo - пока не ясно. В последние годы возник ряд 
сомнений в привычной модели в связи с рядом новых факторов, полученных в 
опытах с Arthropoda. Возможно, у последних существует какая-то зависимость 
между катаболизмом гликогена и синтезом хитина. Кроме того, обнаружено, 
что ХС существует в нескольких формах, также как и хитиндеацетилаза, участ
вующая в образовании хитозана. Последний фермент у ржавчинных грибов су
ществует в пяти различных формах [30]. 

В настоящее время считают, что в синтезе хитина значительная роль при
надлежит еще одному ферменту - хитиназе (ХН). Ранее с наличием этого фер
мента связывали только деградацию молекулы хитина до N-ацетил-D-глюкоза-
мина. Однако уже к 1990-м годам стало ясно, что ХС регулирует образование 
кристаллического а-хитина, так как в синтезе хитина его образование и кри
сталлизация являются процессами, отделенными временем и пространством. 
Вторая функция ХС - моделирование микрофибрилл хитина в зависимости от 
типа КС грибов. Третья - контроль процесса образования поперечных связей 
хитина с другими компонентами КС грибов и четвертая - контроль процессов 
автолиза, образования анастомозов и ветвлений [8]. 

РАСПРОСТРАНЕНИЕ ХИТИНА В ПРИРОДЕ, 
МЕТОДЫ ЕГО ВЫДЕЛЕНИЯ И ИДЕНТИФИКАЦИИ 

Для различных организмов характерны четыре типа скелетных или опор
ных систем, отличающихся строением основного вещества, представленного 
целлюлозой, коллагеном, муреином и хитином. Целлюлоза в большей степени 
свойственна растениям, но встречается и составляет основную часть КС у псев
догрибов - оомицетов - которые относят теперь к новому ботаническому цар
ству Chromista [31]. Опорные системы животных включают коллаген, а каркас 
КС бактерий (Bacteria, Actinomycetes) составляет глюкопептид муреин - уни
кальный, свойственный только прокариотам гетерополимер, состоящий из по
следовательно соединенных 1,4-глюкозидными связями N-ацетил-мурамовой 



кислоты в N-ацетилглюкозамина. Несомненный интерес представляет наличие 
в муреине ацетилглюкозамина, который также входит в состав других, свойст
венных эукариотам, опорных систем - КС грибов, панцирей крабов, надкрыль-
ев насекомых, построенных из хитина. О единстве в мире живой материи свиде
тельствует также тот факт, что деацетилированное производное хитина - хито
зан, очень близок по структуре мукополисахаридам (МП) клеточных оболочек 
и внеклеточного вещества различных органов человека. Основным компонен
том МП является гиалуроновая кислота, линейная цепь которой состоит из 
повторяющихся остатков N-ацетил-D-глюкозамина и D-глюкуроновой кисло
ты, соединенные b-(1—>4)-связью, а между собой - b-(1—>3)-связью [32]. 

В настоящее время в систематике Fungi в это царство относят только орга
низмы, содержащие хитин. Поэтому в новой систематике в царство Fungi введе
ны также хитинсодержащие Microsporidia, ранее относимые к Animalia [33]. 

Высокое содержание хитина отмечено в клеточной стенке Allomyces [34]. 
Грибы, принадлежащие к Penicillium, образуют значительно меньше хитина: 
P. griseoflavus - 5,5%, P. notatum, P. terlikowskii, P. claviforme, P. digitatum 24П -
4,5% [35]. У высших грибов, имеющих округлые плодовые тела, содержание хи
тина составляет 3-5%. Несколько больше хитина (6-7%) найдено в плодовых 
телах Boletus edulis [35]. Хитин является главным компонентом ножки Coprinus 
cinereus [36]. 

Содержание хитина значительно колеблется даже у грибов, принадлежа
щих к одному роду. Например, у Agaricus bisporus определяется только 5,7% хи
тина, а у A. campestris - 16,2% [37]. Среди грибов, принадлежащих к семейству 
Aspergillaceae, наблюдается такая же закономерность: A. flavus, например, со
держит до 22,4% хитина, A. niger - 7,2%, A. parasiticus - 15,7% [38]. Количество 
хитина в составе некоторых грибов довольно значительно меняется и в преде
лах вида. Так у разных штаммов A. niger содержание хитина на восьмые сутки 
культивирования колеблется от 11,7 до 24% [38]. 

В дрожжах Endomycopsis capsulata и Etemascus fertilis хитин был обнаружен 
еще в 30-е годы [39]. В пекарских дрожжах глюкозамин был найден еще рань
ше [40]. Если предположить, что весь глюкозамин входит в состав только хити
на, то пекарские дрожжи должны содержать около 0,5% хитина. Однако, когда 
для его идентификации применили метод рентгеноструктурного анализа, этот 
биополимер у Saccharomycetes обнаружить не смогли. В то же время при выде
лении хитина с помощью кислот и щелочей установили, что он содержится в 
29 видах дрожжей, в том числе в пекарских и пивных. Более достоверные ре
зультаты были получены при сочетании химического метода выделения хити
на с данными ренгтеноструктурного анализа. Таким путем удалось идентифици
ровать хитин в составе ряда дрожжей, но не Schizosaccharomyces [41]. 

Необходимо отметить, что разные авторы использовали различные методы 
при определении содержания хитина у грибов. Это могло привести к значитель
ному расхождению данных. Так, количество хитина можно учитывать либо по 
содержанию глюкозамина в клеточной стенке, либо выделяя его из мицелия по
следовательно обработкой кислотами и щелочами. В последнем случае выход 
хитина будет меньше из-за частичного его разрушения в процессе выделения. 

Первое авторское свидетельство на получение хитина из грибов в СССР 
было выдано в 1976 г. [42]. В Германии интерес к грибному хитину возник еще 
в 1945 г., когда из Fusarium sambucinum попытались получать целлюлозоподоб-
ные волокна, состоящие из нативного хитина и одновременно грибные липиды 
[43]. В отличие от способов, предлагаемых ранее, в России был предложен ме
тод получения хитина из мукоровых грибов, позволяющий благодаря использо-



ванию детергентов и растворителей получать высокие выхода хитина и в то же 
время не применять крепкие щелочи и кислоты, загрязняющие окружающую 
среду [44, 45]. 

Сущность способа выделения хитина из грибов, например, представителей 
Mucorales состоит в следующем. Отделенный от культуральной жидкости мице
лий подвергали дезинтеграци, промывали водой и выдерживали в горячей воде 
(98° С) с добавлением 0,02-0,05% детергента и 1%-ного спирта. В качестве де
тергента использовали стиральные порошки (например "Лотос"), ЭДТА или 
додецилсульфата натрия (этап I). Процесс вели в течение 1 ч при постоянном 
перемешивании, используя 5-6 л воды на 1 кг сырой биомассы. 

Эта операция, особенно в сочетании с предварительной дезинтеграцией, 
способствует повышению проницаемости клеточных стенок грибов и обеспечи
вает удаление компонентов протоплазмы (белков, липидов, углеводов), что да
ет возможность значительно сократить общепринятые процедуры по очистке 
хитина (в частности, число щелочных и кислотных обработок) и в то же время 
сохранить конечный продукт от деградации. 

После отделения от реакционной смеси и промывки этап II очистки прово
дили при добавлении к осадку этанола с 1%-ной щелочью (10:1) при комнатной 
температуре в течение 30 мин при постоянном перемешивании. Далее реакци
онную смесь нагревали до 90-89° С и отделяли хитинсодержащий осадок. Пос
ле отмывки в воде его нагревали далее с 1,5-2%-ной НС1 в течение 25-30 мин 
при 95-98° С (этап III; очистка). После отмывки хитинсодержащего осадка во
дой его нагревали с 3%-ным NaOH при 95-98° С в течение 25-30 мин (этап IV; 
очистка). Полученный продукт обрабатывали спиртом для болеебыстрого под
сушивания и лиофилизировали. Продолжительность процесса составляет 4-5 ч, 
выход хитинсодержащего осадка для аскомицетных грибов 10-16% от массы су
хой биомассы. Для представителей семейства Aspergillaceae запатентован метод 
выделения так называемого хитин-глюканового комлекса (ХГК), позволяющий 
получать этот комплекс из отходов биомассы после получения лимонной кис
лоты [46]. 

Получаемый конечный продукт аскомицетных и базидиомицетных грибов 
представляет собой комплекс, содержащий до 60% глюкана, имеющего 1,3-a-
связи (до 85-90%) и 1,4-a-связи, и только 23-25% хитина. Глюкан у этих грибов 
является щелоче- и кислотонерастворимым, т.е. соответствует свойствам хити
на, и его отделение от хитина представляет большие трудности. При оптимиза
ции выхода хитина из мицелиальных грибов существенное значение имеет спо
соб выращивания мицелия, в частности, состав сред. Особое внимание следует 
уделить протеканию конечной стадии ферментации, которая должна проходить 
в отсутствие защелачивания среды, что может привести к автолизу клеточных 
стенок и резкому уменьшению выхода хитина. Как правило, более низкие зна
чения рН среды в конце ферментации увеличивают содержание хитина в мице
лии грибов. Положительное значение имеет и наличие в составе среды опреде
ленных источников углерода, например, такого источника углерода, как саха
роза, на который выход хитина больше, чем на глюкозе (см. ниже). 

Особый интерес представляет биомасса Aspergillus niger. В ряде европей
ских производств отход биомассы при получении лимонной кислоты составля
ет около 50 тыс. тонн, а хитина в такой биомассе содержится около 18-20%. Од
нако этот гриб, кроме хитина содержит еще щелоченерастворимый глюкан, ко
торый сложно отделять от хитина и выгоднее получать хитин-глюкановые и хи-
тозан-глюкановые [47, 48] комплексы. Из ХГК можно получать хитозан, и в на
стоящее время по этому методу [49] хитозан выделяют из грибов родов 



Allomyces, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Choanephora, Zygorhynchus и др. Гриб
ной хитозан получают в количестве до 10%, причем его выход определяется ви
дом продуцента и условиями выращивания, степень деацетилирования (СД) со
ставляет от 35 до 16%, молекулярная масса - от 100 до 450 кДа, т.е. значитель
но меньше, чем у хитозана, получаемого из панцирей крабов. Следует особо от
метить, что из ХГК можно, наряду с хитином, получать глюкан. 

В последние годы основное внимание уделяют поучению хитозана из 
Mucorales - единственной группы грибов, способных образовать хитозан in vivo. 
Однако пока выход его невысок (5-10% от массы сухой биомассы), и поэтому 
выгоднее получать хитозан-подобный материал [50]. Его получают обработкой 
мицелия мукоровых грибов 0,5М NaOH и 2%-ной уксусной кислотой. Установ
лено, что сорбционная способность такого материала, например, в отношении 
ионов меди, значительно выше, чем хитина Crustaceae. 

Разработан новый способ получения полисахаридных комплексов из грибов 
рода Aspergillus, учитывающий условия их выращивания. Получаемый ХГК со
держит хитин с различной СД. Разработан также новый метод определения СД 
хитина, включающий определение D-глюкозамина методом Боаса, и ацетата 
методом ГЖХ [51]. Быстрый и упрощенный метод не полностью очищенного 
ХГК с целевым назначением как активный сорбент ионов кадмия разработан 
украинскими учеными [52]. 

Особый интерес вызывает в настоящее время способность грибов рода 
Paecilomyces sp. и Aspergillus образовывать полигексозамины, отличающиеся от 
хитина и содержащие как глюкозамин, так и галактозамин. 

Низшие грибы, например мукоровые, имеют более "мягкий" хитин, кото
рый значительно быстрее, чем хитин аскомицетньгх и базидиомицетных гри
бов, деполимеризуется при обработке щелочами и кислотами. Поэтому исполь
зуют 1%-ную щелочь и 0,5%-ную НС1. Кроме того, Mucorales содержат значи
тельно больше липидов, вследствие чего целесообразно этап III указанной вы
ше схемы провести при добавлении к 1%-ной щелочи 0,5% этанола. Выход хи
тина из мукоровых грибов составляет 4—5% от массы сухой биомассы. 

Клеточная стенка мукоровых грибов не содержит глюкана, поэтому по ука
занной выше схеме можно получить высокоочищенный хитин, представляю
щий большую ценность для медицины. Выход хитина, полученного указанным 
выше методом, на 20-30% больше, чем при использовании общепринятых спо
собов [53-55]. 

Полученный из грибов хитин анализируют на содержание D-глюкозамина, 
на содержание ацетильных групп и нейтральных сахаров. Необходимыми харак-
теритиками являются также ИК-спектры и рентгенограммы выделенного 
продукта. Полезную информацию о свойствах грибного хитина дает изучение 
действия таких ферментов, как хитиназа (хитинглюканогидролаза) и хитобиаза 
(хитобиозацетиламинодезоксигидролаза). Предварительную оценку получен
ного хитина проводят по следующим критериям. Это должен быть белый про
дукт, не растворимый в воде, органических растворителях и сильных кислотах, 
но слаборастворимый в тиоцианате лития при температуре 60° С. Используют 
также данные электронной микроскопии, согласно которым хитиновый мате
риал должен быть свободен от мембран, цитоплазмы, и после обработки ура-
нилацетатом и реактивом Рейнольдса должен обнаруживать фибриллярную 
структуру. 

Количественное определение хитина проводят либо прямым методом (пу
тем взвешивания выделенного продукта), либо косвенно, измеряя содержание 
N-ацетил-D-глюкозамина и D-глюкозамина. В основе количественного опреде-



ления этих соединений лежат различные модификации метода Элсона-Морга-
на. Для определения глюкозамина применяют также метод щелочной дистилля
ции. Помимо химических методов используют методы определения хитина с по
мощью фермента хитиназы. О количественном содержании хитина судят также 
по числу N-ацетильных групп, определяя содержание либо уксусной кислоты 
методом дистилляции, либо глюкозамина и N-ацетилов методом газо-жидкост-
ной хроматографии. Следует отметить, что оценка содержания хитина путем 
учета N-ацетилов более правильна, поскольку расчет по D-глюкозамину вклю
чает данные, соответствующие содержанию не только хитина, но и его деаце-
тилированной формы - хитозана. 

Хитин мицелиальных грибов отличается от хитина других биологических 
объектов по своим физико-химическим свойствам. У всех исследованных гри
бов хитин содержит меньше азота, чем хитин Arthropoda. 

Хитины, полученные из грибов и других природных источников, отличают
ся и по степени кристалличности. Наиболее высококристалличной формой яв
ляется хитин Arthropoda (краба С. magister и криля) и гидроидов [45]. Сравнение 
хитинов грибов показывает, что хитин плодовых тел A. bisporus имеет более 
кристалличную форму, а наименее упорядочную структуру и большее число 
аморфных областей имеет хитин мукоровых грибов. 

Отличие хитина грибов от хитинов, полученных из других природных ис
точников, проявляется и в составе его мономеров. Как отмечалось выше, из ас-
комицетных и базидиомицетных грибов получают трудноразделимый комплекс 
кислото- и щелоченерастворимых глюканов и хитина. Поэтому при кислотном 
гидролизе этого комплекса присутствует не только глюкозамин, но и глюкоза. 
Хитин низших грибов порядка Mucorales при жестком кислотном гидролизе де-
полимеризуется только до глюкозамина. Однако в кутикуле морских обитате
лей Polamens и в гребешке Sepia, а также у полизоана Scrupocellaria berthelotti 
конечным продуктом гидролиза являются галактозамин и рамнозамин [53, 54], 
т.е. и по составу мономеров имеются отличия в природных образцах хитина. 

Хитины грибов различаются по СД. Наибольшее число ацетильных групп 
имеет хитин Arthropoda, хитинглюкановый комплекс аскомицетных грибов ме
нее ацетилирован из-за наличия глюканов. Среди мукоровых грибов более вы
соким содержанием ацетильных групп отличается хитин С. japonica, а также 
A. coerulea, хитин насекомых, в частности рыжего таракана Blattella orientalis, 
ацетилирован более сильно, но меньше, чем хитин крабов [56]. 

Отличия в физических свойствах природных хитинов различного происхо
ждения выявляются также при изучении их ИК-спектров. Характеристические 
полосы для хитина в ИК-спектре лежат в областях 3265, 3105, 1655 - 1620 
(амид I) и 1550 см-1 (амид II) [53]. Наиболее заметные отличия хитинов проявля
ются в области 1000-1100 см-1 и в соотношении пиков амид I и амид II. 

Установлено также, что хитин грибов не только отличается от хитина кра
бов, насекомых и водорослей, но и достаточно специфичен для определенного 
вида грибов. Особенно заметные различия отмечаются в физико-химических 
свойствах хитинов высших и низших грибов. Полученные данные представляют 
интерес с практических позиций, учитывая установленные корреляции между 
кристалличностью хитина и его сорбирующей способностью [56]. Как правило, 
хитин грибов лучше сорбирует ионы тяжелых и радиоактивных металлов [57], 
причем на активность сорбционных процессов большое влияние оказывает на
личие в КС грибов глюкана и хитозана. Показано также, что сорбционная спо
собность клеток грибов меняется в зависимости от стадий морфогенеза и зави
сит от возраста погруженно растущего мицелия [58]. 



ПЕРСПЕКТИВЫ ПРАКТИЧЕСКОГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
ХИТИНА ГРИБОВ 

Хитин грибов находит пока ограниченное практическое использование по 
сравнению с хитином ракообразных. Последний уже давно применяется в раз
ных областях хозяйственной деятельности человека, а в настоящее время наи
более интенсивно в технологии готовых лекарственных средств в качестве био
логически активных веществ и вспомогательных материалов. Но именно в этой 
отрасли хитин грибов может стать активным конкурентом хитину Arthropoda. 
Объяснить этот факт можно следующими причинами. 

Во-первых, открытием ценных лекарственных свойств биополимеров кле
точной стенки грибов, а именно структурных полисахаридов и белков. Особый 
интерес в этой области представляет японский гриб Lentinus edodes (Siitake), со
держащий в шляпке и ножке 4- и 5% хитина соответственно. Особые лечебные 
свойства этого гриба связывают с наличием глюканов и особенно полиамино-
сахаридов, в том числе хитина. Указанные выше соединения обладают выра
женной антираковой активностью и полученный в Японии на основе этих со
единений препарат "Лентинан" используется для лечения онкозаболеваний. В 
настоящее время установлено, что и другие высшие грибы (Neomycota), принад
лежащие к семействам Polyporaceae, Tricholomotaceae, Agaricales, также содер
жат в КС высокомолекулярный гетерогликан и полиаминосахариды, обладаю
щие выраженной антираковой активностью. 

Во-вторых, к настоящему времени установлено наличие ранозаживляющей 
активности мицелия хитина низших грибов (Eomycota), в частности мукоровых 
грибов. Сейчас в России имеется только один (разрешенный Минздравом в 
1996 г.) препарат "Микоран", созданный на основе хитина мукорового гриба 
Blakeslea trispora. "Микоран" рекомендован к использованию как ранозаживля-
ющее средство с целевым противоожоговым назначением [59]. Работы по изу
чению ранозаживляющего действия мицелия низших грибов ведутся в настоя
щее время в Австралии и Великобритании, однако, в этих исследованиях ис
пользуют другой продуцент Mucorales - Phycornyces blakesleeanus. 

Благоприятный эффект мицелия низших грибов на заживление ран объяс
няют способностью стимулировать активность пролиферации фибробластов, 
которые располагаются на микрофибриллах хитина [60]. Кроме того, активно
му заживлению ран способствует также свойство хитина грибов генерировать 
микроколичества перекиси водорода. В зарубежных работах предлагается даже 
накладывать на раны в целях экономии стерильный, лиофильно высушенный 
мицелий, не выделяя полиаминосахариды. Предполагается, что использование 
мицелия Mucorales обеспечит одновременно и защиту от опасного микроорга
низма, способствующего нагноению ран - синегнойной палочки (Pseudomonas 
aeruginosa). 

На основе ХГК высших грибов (Basidiomycetes) создан новый препарат, со
стоящий из хитина, глюкана и меланина. Этот препарат, названный "Микото-
ном", предложено использовать для лечения ряда заболеваний, вызываемых 
бактериями и вирусами [61]. 

Особый интерес ХГК вызывает как аналог пищевых волокон. Эти волокна 
сорбируют в желудочно-кишечном тракте канцерогенные вещества, ионы тя
желых и радиоактивных металлов, активируют деятельность желудка. В пос
ледние годы пищевым волокнам придается особое значение в профилактиче
ской медицине в связи с их возможным актиканцерогенным и антимутагенным 
эффектами [62]. 



Полиаминосахариды находят в последние годы все большее применение в 
сельском хозяйстве. Это обусловлено такими их свойствами, как биосовмести
мость, отсутствие токсичности, высокая способность к комплексообразованию. 
Препараты на основе хитина и хитозана крабов, а в последние годы и ХГК грибов 
применяют в сельском хозяйстве в США, Японии и Канаде. Ими проводят предпо
севную обработку семян, что увеличивает урожайность сельскохозяйственных 
культур и устойчивость к грибковым заболеваниям. Аналогичные данные о хито
зане Arthropoda получены в работе [63]. Показано, что устойчивость к корневой 
гнили и головне у ячменя значительно возрастает при применении препарата "Ми-
косан", содержащего глюканы базидиомицетных грибов и хитозан [64]. 

В Японии специальные фирмы ("Taiyo Chemical Industry Co.", "Nisshia Ksei 
Co.") разработали стимулятор роста растений, состоящий из хитозана, органи
ческих кислот и аминокислот. Хитозан действует на Fusarium solani, останавли
вая рост этих патогенных для растений грибов. Органические кислоты способ
ствуют тому, что почвенные бактерии быстрее растворяют фосфорные соеди
нения почвы, облегчая тем самым корням растений сорбцию фосфорной кисло
ты. Аминокислоты генерируют этилен, служащий растительным гормоном, 
что также стимулирует рост растений [65]. 

Еще одним направлением в практическом использовании хитина или ХГК 
грибов является получение на его основе сорбирующих средств, которые могут 
быть более эффективными, чем такие промышленно доступные сорбенты, как, 
например, ХИТОПЕРЛ(ы) (Hitoperl, Япония). Хитин и хитозан грибов хорошо 
комплексируются с гипсом [66], целлюлозой, торфом, асбестом [67], что закла
дывает основу для создания более дешевых и доступных сорбирующих средств. 
Высокая сорбирующая способность ХГК A. niger, зависящая от условий куль
тивирования [68]. 

Наконец, учитывая, что мукоровые грибы содержат природный хитозан, 
планируется использовать их мицелий для создания "нетканных" материалов. 
Эти мицелиальные материалы обладают ценными свойствами - токсическим 
действием в отношении ряда патогенных грибов, вызывающих кожные мико
зы, а также ранозаживляющей активностью, что позволяет применять их для 
создания специального лечебного белья и как прокладочные материалы в обув
ной промышленности. 

Возможно, что "мицелиальные нити", как называют такой материал, могут 
быть использованы и для получения "вечных" сортов бумаги. В настоящее вре
мя метод получения бумаги на основе хитозана разработан в США и находит 
уже практическое использование. ХГК грибов имеет положительный заряд в 
интервале рН выше трех и ниже девяти, что позволяет использовать этот гриб
ной комплекс вместо асбеста в фильтровальных материалах. Эти свойства ХГК 
дают возможность снизить аэродинамическое сопротивление, увеличить пыле-
и грязеемкость, придать бумаге и картону адсорбционные свойства, позволяю
щие использовать эти материалы в качестве фильтров для очистки жидких и га
зообразных сред от аэро- и гидрозолей. 

Созданные на основе ХГК грибов в ВНИИИБП в г. Щелково опытные об
разцы картона не уступают по свойствам импортным фильтрам марки EKS и 
позволяют заменить канцерогенный асбест [69]. 

Предложено использовать ХГК A. niger в виде пищевой добавки к хлебным 
и кондитерским изделиям [70]. Такие добавки удлиняют сроки хранения хлеба и 
препятствуют процессу его черствления. Тем самым, отчасти решается пробле
ма утилизации отходов от производства лимонной кислоты, которые составля
ют от 1,0 до 1,2 тыс. т. в год. 



В заключение следует особо подчеркнуть, что перспективность практиче
ского использования полиаминосахаридов грибов может оказаться в ближай
шие годы столь же значимой, как и хитина Arthropoda. Однако это затруднено 
недостаточным знанием физико-химических свойств, методов выделения и ви
довым разнообразием грибного хитина. Не следует забывать, что по химиче
ским характеристикам хитин грибов значительно отличается от такового рако
образных, гидроидов и насекомых, подобно тому, как целлюлоза растений от
личается от целлюлозы бактерий Acetobacter xylinum и псевдогрибов Chromista, 
принадлежащих к Oomycetes (Phytophthora, Pythium). 

В КС грибов хитин находится не в свободном состоянии, а связан ионными 
или водородными связями с полисахаридами, липидами, белками и микроэле
ментами, причем эти комплексы, например, ХГК или в мукоране низших гри
бов, связанные с белком, являются более прочными и специфичными, чем при
родные белковые комлексы хитина в кутикуле беспозвоночных. Наш опыт по
казывает, что грибной хитин менее устойчив к действию кислот и щелочей, чем 
хитин Arthropoda. Все это создает определенные трудности при выделении хи
тина грибов и требует создания специальных методов, зависящих от источника. 

Интересно, что один из первых исследователей, пытавшихся создать метод 
выделения грибного хитина для практических целей [39], писал о том, что при 
получении хитина из грибов теряется значительное количество (до 30-40%) по
лимера, особенно при жесткой обработке кислотами и щелочами. Следует учи
тывать, что легче получать хитин из грибов Mucorales, чем из ХГК 
Aspergillaceae. Кроме того, на процесс выделения хитина, особенно на его ко
нечный выход сильно влияют условия выращивания, а именно состав среды и 
фаза роста гриба. Основным условием получения высоких выходов хитина и 
его комплексов является создание в процессе ферментации определенных (бо
лее "кислых") рН среды и недопустимость автолитических процессов, ведущих 
к лизису КС и резкому уменьшению количества полиаминосахаридов. На содер
жание хитина в КС ряда Aspergilli влияет уровень кислорода в среде и свет [71], 
однако, процесс образования хитина является более устойчивым к действию 
внешних факторов, чем других структурных аолисахаридов КС, например, ни-
герина (1-3)-a, (1-4)-a-глюкана. Показано, что на содержание в КС грибов хи
тина и глюкана влияет также соотношение углерода и азота в среде [72]. 

Таким образом, отработка методов выделения хитина является задачей но
мер один в биотехнологических процессах его получения. Возможно, что более 
перспективными и дешевыми могут оказаться методы, направленные на полу
чение неочищенного, нативного хитина. Особое значение это будет иметь при 
создании на базе хитина новых медицинских средств, так как грибы содержат в 
комплексе с хитином вещества, очень ценные для лечения онкозаболеваний, и 
антиоксиданты, входящие в состав медицинских препаратов, направленных на 
"омолаживание" пациентов. 

В целом хитин грибов более, чем хитин ракообразных, привлекателен не 
только для медицины, но и в создании новых, "нетканных" материалов и сорби
рующих средств. Ценность хитина грибов состоит также и в том, что его проду
центы обеспечивают при биотехнологическом методе получения экологически 
чистый конечный продукт, что особенно важно для медицинского применения 
хитина. Именно в этой области, на наш взгляд, должно быть основное и перспек
тивное использование грибного хитина и его комплексов с другими структур
ными полисахаридами КС грибов. Поэтому и возникла новая область медици
ны - микологическая фармакопея, продукты которой успешно завоевывают 
свое место на медицинском рынке. 
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СТРУКТУРНАЯ НЕОДНОРОДНОСТЬ 
КАК ФАКТОР ИЗМЕНЧИВОСТИ СВОЙСТВ 

ХИТИНА И ХИТОЗАНА 

А.И. Гамзазаде 
Институт элементоорганических соединений им. А.Н. Несмеянова РАН, 

agamzazade@ ineos.as.ru 

Хитин и, особенно, хитозан в силу специфики их получения в гетерогенных 
условиях не являются и практически не могут быть однородными по химиче
скому строению полимерными соединениями или гомополимерами, поэтому 
обобществленное обозначение "хитин/хитозан" вполне отражает их строение 
как нерегулярных сополимеров. Подобная структурная неоднородность соот
ветственно усиливается в случае производных хитина/хитозана, поскольку они 
также образуются в результате незавершенных полимераналогичных реакций 
этих биополимеров. Это обстоятельство крайне затрудняет идентификацию по
лученных структур, однако возникающая при этом "разнозвенность" в цепях 
данных полимеров придает им большее многообразие в виде новых структур
ных "изомеров", что позволяет в случае контролируемого процесса расширить 
рамки соотношения структура-свойства производных хитина/хитозана. В связи 
с этим важное значение имеет возможность оценки структурных факторов, 
обусловливающих композиционную или структурно-молекулярную неоднород
ность хитина/хитозана и их производных. 

КОМПОЗИЦИОННАЯ НЕОДНОРОДНОСТЬ ХИТИНА 

Известно, что хитин в свободном состоянии в природе не встречается, а 
находится в виде комплекса с различными соединениями (гликанами, белками 
и др.). Он практически не растворяется в большинстве растворителей, что не 
позволяет экстрагировать его из природного сырья в промышленных масшта
бах. Единственным практическим способом его выделения остается удаление 
сопутствующих ему в природе веществ. Поэтому конечный продукт в реаль
ных условиях содержит, как правило, остаточные или примесные количества 
этих веществ. 

Для хитинов, получаемых из ракообразных с "жестким" панцирем (напри
мер, крабы), наиболее трудно удаляемым компонентом являются фрагменты 
ковалентно связанного белка. В этом убеждает также проведенный анализ об-
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разцов хитина на содержание белка после различной продолжительности де-
протеинирования полимера. Методом исчерпывающего кислотного гидролиза 
полимера с последующим хроматографированием полученной смеси на нали
чие в ней аминокислот было показано, что щелочная обработка декальциниро-
ванного хитина с содержанием белка около 22% приводит к снижению белка за 
первый час примерно до 4% и лишь за 5 ч - до 0,3-0,4%. Обычно же содержа
ние остаточного белка в хитине, полученном в неспециальных условиях, чаще 
всего составляет не менее 0,5%, следовательно, хитин представляет собой, по-
существу, гликопротеин. 

Для максимально возможной очистки хитина от белка следует, очевидно, 
повысить эффективность применяемых обработок, например, за счет разруше
ния кристаллической структуры полимера. Одним из таких способов является 
перевод хитина в коллоидное состояние [1], согласно которому щелочную сус
пензию хитина подвергают замораживанию-размораживанию и получают дос
таточно однородную гомогенную фазу. При этом, варьируя концентрацией 
щелочи в системе, например в 19%-ном NaOH (эвтектическая связь) или в 
25%-ном NaOH с объемной гидратной оболочкой (7 Н2O), можно получать кол
лоидные растворы с различной степенью дисперсности и соответствующие им 
продукты с различной надмолекулярной структурой. При длительном хранении 
в комнатных условиях полученные растворы постепенно желируют вследствие 
деацетилирования хитина, в результате чего в конечном счете образуется хито
зан. Для предотвращения этого процесса концентрации щелочи в системе долж
на быть снижена до 5-10%, что в дальнейшем позволяет за счет активации сис
темы или введения в нее специальных добавок (например, ПАВ) провести до
полнительное более эффективное депротеинирование хитина. Как видно, про
блема получения максимально очищенного от белка или "безбелкового" хити
на весьма сложна, так как связана с необходимостью введения дополнительных 
стадий обработки и соответствующего технологического оборудования в тра
диционную промышленную технологию и, следовательно, удорожанием конеч
ного продукта. 

Хитин в качестве гликопротеина может представлять самостоятельный ин
терес благодаря его особым биологическим, сорбционным и другим физико-хи
мическим свойствам. Так, хитин-белковый комплекс (ХБК), содержащий око
ло 10% белка, обнаруживает, в отличие от хитина, повышенное набухание и 
приемлемую растворимость в водных средах, в том числе, и в присутствии аль-
гината натрия [2]. Это обусловлено тем, что такой ХБК, благодаря наличию в 
нем определенного числа аминокислотных остатков, обладает в достаточной 
степени одновременно гидрофильной и разветвленной структурой. Получен
ные коллоидные системы такого ХБК в водных растворах альгината натрия 
вполне текучи и устойчивы во времени, что позволяет формировать на их осно
ве сферически гранулированные или иные его препаративные формы. Важно 
отметить при этом, что эти сорбенты также проявляют существенно более вы
сокую сорбционную активность, чем хитин, при извлечении ряда тяжелых и ра
диоактивных металлов из технологических растворов. 

Известно, что в панцирьсодержащем сырье (ПСС) общее содержание струк
турного и мышечного белка часто превышает 20%, поэтому основная задача 
при выделении ХБК заключается в получении комплекса, в котором хитин ко-
валентно связан с белком. Это достигается обработкой ПСС протеолитически-
ми ферментами, которые гидролизуют в основном мышечный белок и практи
чески не затрагивают из-за своей высокомолекулярной природы структурный 
белок, находящийся в малодоступных для ферментов межцепных слоях ПСС. 



Несмотря на достаточную изученность ХБК, в том числе, в отношении его 
структуры и природы связи между хитином и белком [3], имеется крайне ма
ло данных относительно влияния белковых (пептидных) фрагментов в хитине 
на его биологические свойства. Установлено лишь наличие нематоцидальной 
активности ХБК [4], что подтверждает необходимость изучения его других 
возможных биологических свойств, связанных, например, с рострегулирую-
щей (гормональной) или иммуногенной активностью. Между тем отсутствие 
интерпретации и учета подобных данных может быть источником ошибки в 
оценке природы наблюдаемого эффекта и невоспроизводимости свойств ис
пытуемого хитина. 

Таким образом, одним из важных условий успешного применения хитина 
могут быть знание композиционного состава полимера, в частности, доли его 
белковой составляющей и анализ ее влияния на функциональные свойства. 

СТРУКТУРНО-МОЛЕКУЛЯРНАЯ НЕОДНОРОДНОСТЬ ХИТОЗАНА 

Композиционная неоднородность, присущая хитину, сохраняется и в хитоза
не. Несмотря на жесткие условия обработки хитина крепкой щелочью, в полу
ченном хитозане, как правило, имеются остатки белка, которые существенно 
влияют на физико-химические свойства образующегося хитозана [5]. Так, было 
показано, что процесс деацетилирования образцов хитина с 5,9% и 13,7% белка 
в обоих случаях сопровождается немонотонным снижением молекулярно-мас-
совых характеристик. Хотя кривые изменения этих характеристик в процессе 
реакции имеют идентичную форму, однако они сдвинуты по времени для каж
дого образца, что может явиться одной из причин невоспроизводимости свойств 
хитозанов. 

В отличие от хитина, хитозану свойственна также и структурная неоднород
ность, обусловленная неполной завершенностью реакции деацетилирования хи
тина. Причем в результате этого содежание остаточных ацетильных групп в хи
тозане может достигать 30%, и характер распределения этих групп по цепи по
лимера может заметно влиять на некоторые физико-химические свойства хито
зана. Вообще говоря, распределение ацетильных групп в хитозане, очевидно, 
будет зависеть от степени кристалличности или соотношения кристаллических 
и аморфных областей используемого хитина, так как реакция деацетилирова
ния последнего легче протекает именно в аморфных областях. Вследствие это
го распределение остаточных ацетильных групп в хитозане может иметь преи
мущественно блочный характер, а длина блоков, очевидно, будет зависеть от 
размера и расположения аморфных областей хитина. 

Влияние блочного распределения ацетильных групп на гидродинамические 
и реологические свойства растворов хитозана практически не изучалось, одна
ко можно предположить, что неустойчивость разбавленных растворов хитоза
на во времени, выражающаяся в снижении их вязкости, обусловлена, главным 
образом, блочным строением полимера. Действительно, последнее может спо
собствовать компактизации (сегрегации) макромолекул хитозана в растворе за 
счет образования внутримолекулярных водородных связей, в результате чего 
наблюдается понижение вязкости его растворов. Тот факт, что рассматривае
мый эффект обусловлен структурной перестройкой и не связан с деструкцион-
ными процессами подтверждается тем, что в присутствии акцепторов водород
ной связи таких, как мочевина или дихлоруксусная кислота, вязкостные свойст
ва исследуемых растворов хитозана остаются неизменными в течение длитель
ного времени [6]. 



Блочное строение хитозана может влиять и на реологическое поведение его 
умеренно концентрированных растворов. В отличие от регулярных полимеров, 
на кривых течения растворов хитозана практически нет областей наибольшей и 
наименьшей ньютоновской вязкости, что не позволяет характеризовать эти рас
творы по величине динамической вязкости при одной скорости сдвига. Другими 
словами, для реологического поведения хитозана, характерно псевдопластичное 
течение его растворов [7], при котором падение вязкости происходит уже при 
малых напряжениях сдвига. Можно предположить, что это обусловлено разру
шением различных по устойчивости ассоциатов макромолекул хитозана с аце
тильными блоками различной длины. Как и для разбавленных растворов, ста
бильное поведение растворов хитозана достигается в результате разрушения 
внутримолекулярных водородных связей, при этом одновременно повышается 
вязкость системы за счет усиления межцепных контактов в полимере. 

13С ЯМР анализ распределения ацетильных групп в хитозанах показал, что 
между образцами полимера, полученными гомогенным и гетерогенным способа
ми, практически нет различий [8], однако это не свидетельствует об отсутствии 
отличий и в свойствах этих хитозанов. Более того, обнаруженные различия в 
свойствах рассматриваемых полимеров могут быть обусловлены прежде всего 
структурными факторами. Так хитозан, полученный в нетрадиционных гомоген
ных условиях [1], характеризуется повышенной растворимостью и сравнительно 
низкой вязкостью, а также отсутствием электризуемости, что может свидетель
ствовать о его меньшей структурной неоднородности по сравнению с обычным 
хитозаном. Полученные данные подтверждаются тем, что процесс осаждения та
кого хитозана из кислых растворов осуществляется при более высоких значени
ях рН среды, чем для "гетерогенного" хитозана (при рН 5,5). При этом на фоне 
пониженных значений вязкости "гомогенного" хитозана, кривые зависимости 
вязкости его растворов от скорости сдвига могут быть описаны поведением нью
тоновских жидкостей, характерным для полимеров регулярного строения. 

В известной мере о существовании структурных различий между образцами 
хитозана с различным содержанием остаточных ацетильных групп и их влиянии 
на молекулярные характеристики свидетельствует зависимость корреляцион
ных параметров в уравнениях Марка-Хаувинка для этих образцов от степени их 
деацетилирования. 

Из анализа литературных данных можно заключить, что степень структурной 
неоднородности хитозана обусловливается одновременно несколькими трудно 
контролируемыми факторами - предысторией исходного хитина, его надмолеку
лярной структурой, а также параметрами весьма жесткого режима деацетилиро
вания хитина. В качестве косвенной характеристики структурной идентичности 
хитозана может быть использована, в частности, оценка его надмолекулярной 
структуры по характеристическому рефлексу на рентгенограмме образца [9]. Не
смотря на отсутствие стандартизованных образцов хитозана, изучение особенно
стей первичной структуры различных хитозанов тем не менее вызывает большой 
интерес. Однако, применимость общепринятых подходов, например, по ступенча
тому расщеплению макромолекул с анализом их фрагментов методом ЯМР, не 
очевидна из-за конфигурационных особенностей макромолекул хитозана. 

РАЗНОЗВЕННОСТЬ ПРОИЗВОДНЫХ ХИТОЗАНА 
Оценка структурной неоднородности особенно затруднена при анализе про

дуктов химической модификации хитозана, так как они являются, как правило, 
результатом незавершенных реакций и поэтому содержат структурные элемен-



ты как исходного, так и модифицированного полимера. По существу, полуден
ный в результате модификации хитозана продукт является тройным сополиме
ром, содержащим звенья N-ацетил-D-глюкозамина, D-глюкозамина и модифи
цированного D-глюкозамина. Между тем от характера последовательности 
звеньев в модифицированном полимере может существенно зависеть специ
фичность полученного соединения, а также особенности его некоторых брутто-
характеристик. 

Реакции химической модификации хитозана часто сопровождаются дест-
рукционными процессами, приводящими к изменению молекулярной массы и 
полидисперсности полимера. Для снижения влияния данного фактора следует 
проводить предварительную подготовку исходного хитозана. Целью такой об
работки является достижение равновесного молекулярно-массового распреде
ления с MW/MN = 2, которое может оставаться неизменным при последующей 
модификации хитозана. Этого можно достичь, в частности, путем частичного 
кислотного гидролиза хитозана [10]. 

Поскольку в реальных условиях полная модификация хитина или хитозана 
практически не достижима, а структурный анализ промежуточных продуктов 
(интермедиатов) крайне затруднен, то, очевидно, правильно было бы характе
ризовать эти продукты не по индивидуальным, но по типовым параметрам. Та
ковыми, например, могут быть небольшой фрагмент первичной структуры по
лимера или его короткая последовательность звеньев (КПЗ) как носитель 
функциональной специфичности полученного продукта. 

Для подобной оценки необходимым условием является получение, прежде 
всего, стандартизованных продуктов, поэтому крайне важно добиться устойчи
вой воспроизводимости условий получения таких продуктов модификации хи
тозана. Это предполагает поиск модельных или гомогенных условий для прове
дения этих реакций, что может обеспечить также реальную возможность для 
контролируемого ступенчатого изменения степени модификации конечного 
продукта. В результате подобной модификации может быть получен набор 
"стандартизованных" интермедиатов с различной микроструктурой, но общей 
брутто-формулой полученных продуктов. Между тем, лишь конкретный обра
зец с фиксированной микроструктурой может, вероятно, быть ответственным 
за искомую активность модифицированного хитозана. 

Иными словами, получение стандартизованных интермедиатов в пределах 
какой-либо одной реакции модификации тем не менее может существенно рас
ширить спектр получаемых соединений с различными оттенками их основных 
свойств, но при этом, очевидно, потребуется детализированная идентификация 
структуры этих соединений. При таком рассмотрении макромолекулярной спе
цифичности можно предположить, что КПЗ полимера вносит существенный 
вклад в эффективную региоспецифичность некоторых избирательных реакций 
в цепях хитозана. Особенно высока вероятность реализации вклада КПЗ в слу
чае гомофазных реакций хитозана. При этом возрастает также роль стериче-
ских и ионизационных факторов. 

Так, региоспецифичность реакции ацилирования хитозана ангидридами ки
слот преимущественно по аминогруппам поддерживается вследствие того, что 
другое возможное направление замещения по экваториальным ОН-группам 
практически не реализуется из-за экранирования этих групп с тыльной стороны 
плоскостью пиранозного кольца и объемной сольватной оболочкой ацилирую-
щего агента. Для обеспечения этих условий реакцию проводят в растворе хито
зана в ацетатном буфере с рН 5,4, вводя в реакционную среду ацилирующий 
агент в полярном растворителе [11]. Однако при данном значении рН лишь ме-



нее половины аминогрупп хитозана остается непротонированной, поэтому сте
пень замещения продукта не превышает 50%. Дальнейшее повышение степени 
замещения оказывается возможным при рН = 8, когда частично модифициро
ванный продукт переходит в раствор, а его аминогруппы находятся преимуще
ственно в основной форме. Другой пример: региоспецифичность реакции суль-
фатирования хитозана преимущественно по ОН-группам обеспечивается тем, 
что аминогруппы полимера в условиях реакции полностью протонированы, что 
делает их крайне инертными к электрофильным атакам сульфатирующего 
агента. Для обеспечения этих условий реакцию проводят в гомогенной среде, 
представляющей собой раствор хитозана в безводном растворителе с добавкой 
сильной органической кислоты [12]. Использование различных сульфатирую-
щих агентов приводит к изменению вязкости среды. Так, при применении хлор-
сульфоновой кислоты (ХСК) система стремится к желированию, тогда как в 
случае комплекса ХСК-ДМФА она остается практически неизменной в ходе 
реакции. Вследствие этого полученные продукты имели различные соотноше
ния их антивирусной/антикоагулянтной активности, вероятно, из-за различий в 
их первичных структурах. Несомненно, что использование данного эффекта 
даст возможность в определенных пределах контролировать соотношение струк
тура-свойства этих продуктов. 

Таким образом, гомофазный характер вышерассмотренных реакций ацили-
рования и сульфатирования хитозана позволяет варьированием степени иониза
ции аминогрупп или вязкости реакционной среды получать продукты с различ
ной первичной структурой или степенью структурной неоднородности, по край
ней мере, в пределах небольшого числа звеньев цепи. 

Подобные рассуждения по поводу КПЗ более всего обоснованы, по-ви
димому, для межмакромолекулярных взаимодействий, происходящих за 
счет контактов на коротких участках цепей. Принято считать, что такие ре
акции между противоположно заряженными полимерами не являются изби
рательными и поэтому не обладают региоспецифичностью. Но если пред
ставить, что взаимодействие между полимерами происходит в пределах 
КПЗ, то проявление региоспецифичности для этих реакций вполне предска
зуемо. Вероятность таких контактов между макромолекулами, естественно, 
повышается в случае гомофазных реакций. При этом возрастает роль кон
фигурационных и ионизационных факторов. Так при получении нестехио-
метричных полиэлектролитных комплексов декстрансульфата натрия и 
хлоргидрата хитозана использование растворов последнего с различным 
рН5 (или 6,5) приводит к образованию равновесной системы лишь при бо
лее высоком рН. Эта разница хорошо видна на кривых турбидиметрическо-
го титрования полученных растворов комплексов при изменении их рН, 
когда в первом случае образуется гистеризисная петля, а во втором - кривые 
прямого и обратного титрования полностью совпадают [13]. Другими сло
вами, эффективное взаимодействие макромолекул происходит в случае, 
когда аминогруппы хитозана протонированы только наполовину, т.е. при рН, 
равном рКа = 6,5. При регулярном чередовании этих групп в хитозане их за
ряженные аналоги, по крайней мере, на коротком участке, могут оказаться 
преимущественно по одну сторону полимерной цепи, так как каждое звено 
полимера повернуто друг к другу на 180°. Таким образом, образуется свое
образная структура полузаряженного полимера, одна сторона плоскости 
пиранозных колец которого заряжена положительно, другая же сторона -
практически неионогенна. Между тем, электростатическое взаимодействие 
такой макромолекулы хитозана с другими молекулами, очевидно, происхо-



дит также на уровне КПЗ, благодаря чему поддерживается региоспецифич-
ность подобных реакций. 

Косвенным подтверждением такого межмолекулярного взаимодействия в 
пределах КПЗ может служить специфичность одного из испытуемых сульфа
том хитозана к определенному пептиду из ряда возможных пептидных фраг
ментов активного центра вирусного белка [14]. Из четырех различных комби
наций аминокислот - лизина (лиз) и аргинина наибольший эффект связывания 
с полимером наблюдается в случае пары лиз-лиз. Это, в частности, является 
свидетельством того, что контакт между этим сульфатом хитозана и данным 
пептидом происходит также на уровне КПЗ полимера. Достоверность результа
тов данного модельного теста была подтверждена тем, что испытуемый суль
фат хитозана выделялся своей наибольшей противовирусной активностью так
же и в случае других независимых тестов. 

В заключение можно сказать следующее. С одной стороны, усиление стру
ктурной неоднородности хитина/хитозана по мере их модификации может 
иметь положительное значение, так как связано с расширением спектра новых 
структур, а также возможностью осмысленного поиска желаемых соединений с 
требуемыми свойствами. С другой стороны, повышенная структурная неодно
родность производных хитина/хитозана, очевидно, вносит неопределенность в 
оценку структуры этих соединений и требует большей формализации существу
ющих и ввода новых стандартов на исходные биополимеры и их производные. 

Тем не менее, при этом появляется возможность направленного синтеза 
стандартизованных интермедиатов, которые могут стать конечной целью 
превращений как в цепях хитина/хитозана, так и в результате их межцепных 
реакций с другими полимерами. Изучение интермедиатов хитина/хитозана и 
их производных одновременно представляет особый интерес в контексте ис
следования этих биополимеров в качестве экологически безопасных полимер
ных материалов. 
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Определение термодинамических характеристик (энтальпии, энтропии, 
функции Гиббса) аминокислот, белков, полисахаридов и других биологически 
активных веществ (БАВ) необходимо как при изучении процессов их получе
ния, так и превращения в живых организмах, например, в ферментативных ре
акциях или при конформационных изменениях белков и нуклеиновых кислот 
[1, 2]. Ввиду того, что процессы в организмах протекают в водной среде, для их 
физиологии и биохимии весьма важно изучение физических состояний воды в 
различных БАВ, а также влияния воды на температуры их физических перехо
дов. Ценную информацию об этом дают диаграммы физических состояний сис
тем БАВ-вода [3, 4]. Они позволяют определить температурные и концентра
ционные границы образования гомогенных смесей, т.е. истинных растворов во
ды в БАВ и БАВ в воде, а также двухфазных студней, в которых один из этих 
растворов микрокапельно распределен в матрице другого. Для построения и 
анализа таких диаграмм необходимы, в частности, данные о температурах сте
клования смесей БАВ с водой, а также плавления фазы избытка воды над ее 
растворимостью в БАВ. Такие данные можно получить при измерении теплоем
кости (С°р) смесей БАВ с водой и методом дифференциального термического 
анализа (ДТА). По кривым С°р - f(T) рассчитывают также энтальпию, энтро
пию и функцию Гиббса нагревания веществ. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКИ ВЕЩЕСТВ 

Теплоемкость от 80 до 320 К измеряли в вакуумном адиабатическом калори
метре конструкции Харьковского физико-технического института низких темпе
ратур АН Украины [5, 6]. Установлено, что использованная аппаратура и методи
ка позволяют измерять С°р веществ с погрешностью 0,3% в области 80-330К. 

Теплоемкость в интервале 6-80К измеряли в адиабатическом вакуумном 
калориметре (ТАУ-1) с автоматизированной системой поддержания адиабатич-
ности условий измерения [7, 8]. Калориметр позволяет получать значения С°р 

веществ в твердом и жидком состояниях с погрешностью 1,5% при Т < 10К, 
0,5% - в интервале 10-40К и 0,3% - в интервале 40-80К. 

ДТА в области 80-450К проводили на установке, конструкция которой и 
методика работы описаны в работе [9]. Эталоном служил кварц. Температуру 
образца и разность температур между образцом и эталоном измеряли хромель-
копелевой термопарой с погрешностью 0,5 К. Эксперимент проводили в атмо
сфере гелия. Скорость нагрева в опытах была 5 К/мин. Запись ДТА-кривых 
(термограмм) осуществляли двухкоординатным самописцем. 

Термодинамические функции веществ Н°(Т)-Н°(0) и S°(T)-S°(0) рас
считывали на ПЭВМ интегрированием кривых C°p =f(T) и C°p =f(lnТ) соот-
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ветственно, а функцию Гиббса G°(T)- G°(0) - по уравнению Гиббса-Гельм-
гольца. 

Если теплоемкость образцов измеряли от 80 К, то для расчета термодинами
ческих функций полученную зависимость С°р =f(T) вещества экстраполировали 
от 80 до 0 К по методу Келли-Паркса-Хаффмана [10]. Коэффициенты А и В в 
уравнении (1) 

подбирались таким образом, чтобы решение его совпадало с экспериментально 
определенными значениями С°р вещества в интервале 80-100. К с погрешностью не 
менее 0,3%. В уравнении (1) С°р,э - измеренная в области 6-80 К теплоемкость 
эталонного вещества, родственному изучаемому; Т - температура по Кельвину. 
В качестве эталонного вещества использовали хитин из грибов вешенка. 

Температуру релаксационных переходов в хитине (стеклования (Тc) и 
b-перехода (Tb)) определяли из зависимости С°р /Т = f(T) с погрешностью ±1К. За 
температуру плавления (Tпл) фазы кристаллической воды в образцах смесей 
хитин-вода, содержащих ее избыток над растворимостью в полимере, принимали 
среднее значение температуры в интервале минимального подъема ее в процессе 
непрерывного нагрева образца в области плавления фазы свободной воды. 
Воспроизводимость результатов составляла 0,1 К. 

Энтальпию плавления фазы свободной воды измеряли методом непрерывного 
ввода энергии в калориметр. Она составляла среднее значение в двух, трех опытах. 
Погрешность определения энтальпии плавления равнялась 0,3%. 

При обработке результатов ДТА за Тс и Tb принимали среднюю температуру 
интервала, в котором происходил переход, так как по данным International Confe
deration for Thermal Analysis and Calorimetry (ICTAC) [11, 12] именно эта температура 
обладает наилучшей воспроизводимостью. Последняя в наших экспериментах 
составляла 2К. 

Растворимость воды в хитине, другими словами, концентрацию насыщенного 
при 273К раствора воды в нем (w, мас.%) определяли методом, разработанным в 
лаборатории термохимии НИИ химии ННГУ [3, 4], по энтальпии плавления фазы 
свободной воды в образце смеси хитин-вода, содержащем ее избыток над 
растворимостью в полимере, при измерении теплоемкости образца в области 80-
320К. На кривой С°р = f(T) такого образца проявляется эндотермический эффект 
(разрыв на кривой теплоемкости) при 273К, который относится к плавлению фазы 
избытка воды над ее растворимостью в полимере, т.е. в образце присутствует вода, 
растворенная в полисахариде (связанная вода) и фаза свободной воды. 

Стеклование фазы насыщенного раствора воды в полимере может проявиться, 
если избыток воды небольшой, или не проявиться вследствие армирующего 
эффекта, которой оказывают кристаллы фазы свободной воды. 

При непрерывном вводе энергии в калориметр определяли количество теп
лоты (q, Дж), необходимое для плавления кристаллов фазы свободной воды. По 
отношению этой величины к удельной энтальпии плавления воды {(Аh) = 
= 333,79 Дж/г [13]} рассчитывали массу кристаллов воды [m(H2O) = q/Ah]. Зная 
массу образца (т, г) и массовую долю воды в нем (С1, %), вычисляли растворимость 
воды в хитине при 273К в массовых долях (со) по формуле (2): 



Погрешность определения растворимости этим методом составляет 0,5-2% 
(выражена доверительным интервалом с вероятностью 95%). 

Массовую долю воды в насыщенном при 273К растворе ее в полимере мож
но определять также по данным ДТА другим методом, разработанным в лабо
ратории термохимии НИИ химии ННГУ [14]. При этом экстраполируют пря
мую зависимости удельной площади эндотермического пика плавления фазы 
свободной воды ( 8 = тк/тобр. где тк - масса капельки, соответствующая пло
щади пика плавления, mo6p - масса образца) от концентрации Н2O на нулевое 
значение d. Погрешность определения растворимости этим методом состав
ляет 2-3%. 

Энтальпию сгорания (АСН°) хитина определяли в усовершенствованном 
калориметре В-08Ма со статистической калориметрической бомбой [15]. Реак
ция сгорания хитина описывается уравнением 

Калибровку калориметрической системы проводили по эталонной бензой
ной кислоте марки К-2 (AUC - -26460,0 Дж/г при взвешивании в воздухе). Энер
гетический эквивалент системы (W) был 1484713 Дж/К с удвоенным квадратич
ным отклонением от среднего результата 0,02%. Хитин сжигали в виде табле
ток вместе с таблетками бензойной кислоты при давлении кислорода 3 • 106 Па. 
По данным хроматографического анализа используемый кислород содержал 
примеси, мол.%: N2 - 0,8; СО и СO2 - 0,002; углеводородов - 0,001. 

Для выделения хитина из грибов вешенка их сушили и измельчали. Затем 
проводили деминерализацию раствором НС1 и депротеинирование раствором 
NaOH. После этого его промывали дистиллированной водой до нейтральной ре
акции и сушили при 343 К в течение четырех часов. Полученный хитин предста
влял собой светло-бежевый порошок. Проведенный элементный анализ показал, 
что качественный и количественный составы повторяющегося звена его макро
молекулы (C8H13O5N) соответствуют формульному (С - 47,3%, Н - 6,4%, N - 6,9%, 
О - 39,4%). Относительное отклонение массовых долей углерода, водорода, азо
та и кислорода от среднего значения по данным трех опытов не превышало 0,5%. 

Исследуемые образцы хитина и хитозана из панциря крабов были получе
ны и очищены по методике, описанной в [16]. Содержание каждого элемента в 
исследованных образцах указанных соединений в пределах точности элемент
ного анализа (0,5% мас.%) совпадало с его содержанием, рассчитанным по соот
ветствующей химической формуле. Промышленный образец хитина из аркти
ческого криля имел степень деацетилирования ДА = 0,85 и Мh = 60000. 

Проведенные нами эксперименты показали, что в воздушно-сухих хитине и 
хитозане содержится 6-11 мас.% воды. Полное обезвоживание хитина по дан
ным ДТА происходит при 428±4 К, а хитозана при 400+4К. Поэтому образцы 
хитина и хитозана перед опытами сушили в течение часа в вакууме (0,6 Па) при 
430К и 400К соответственно. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Экспериментальные результаты по измерению теплоемкости хитина и хи

тозана из панциря крабов [17] и хитина из молодых грибов вешенка [18] пред
ставлены на рис. 1. Как видно из рисунка, теплоемкость хитина, выделенного из 
различных источников, монотонно возрастает в изученном интервале темпера
тур. То, что С°р грибного хитина ниже чем у крабового, может указывать на 
большую упорядоченность структуры грибного хитина по сравнению с крабо-



Рис. 1. Теплоемкость крабового хитина (/) и хитозана (3), 
а также хитина из грибов вешенка (2) 

Рис. 2. Термограммы образцов хитина из молодых (1) и старых 
(2) грибов вешенка 

вым. Как отмечается в [19], свойства хитина и его молекулярная масса заметно 
различаются в зависимости от сырья, из которого он выделяется, а также спо
соба выделения и очистки. Усредненные значения теплоемкости и термодина
мические функции изученных образцов хитина и хитозана приведены в табл. 1. 

На термограмме обезвоженного хитина из молодых грибов (рис. 2, кри
вая 1) проявляется три релаксационных перехода эндотермического характера. 
Первый из них в интервале З00-ЗЗ0К со средней температурой (Tb) 316К пред
ставляет собой вторичный переход (b-переход). Два других 350-390К 
(Тс1 = 376К) и 405-470К (Гс2 = 437К) относятся к расстеклованию. 

Причем амплитуда первого (Tс1) меньше чем второго (Гс2). Температуры 
этих переходов у крабового хитина близки к хитину грибному (табл. 2), а для 
крабового хитозана ниже. В табл. 2 приведены также температуры физических 
переходов в хитозане из арктического криля [20]. Как видно из табл. 2, темпе
ратуры переходов у последнего выше чем у хитозана из крабов. Несколько фи-



Таблица 1. Усредненные значения теплоемкости и термодинамические функции 

* Функции приведены в расчете на мол. массу повторяющегося звена хитина (усл. моль), которая 
равна 203,195 г/моль. 

** Функции приведены в расчете на мол. массу повторяющегося звена хитозана (усл. моль), 
которая равна 161,158 г/моль. 

Таблица 2. Температуры физических переходов в высушенных хитине и хитозане 



зических переходов у хитозана обнаружил Кайминып с сотр. [21, 22]. Подобный 
характер релаксаций наблюдается также у таких полисахаридов, как нитраты и 
ацетаты целлюлозы [3, 4, 23, 24], агара [14], агарозы, амилозы и амилопектина 
[25, 36]. b-переход можно объяснить либрацией пиранозных колец вокруг глю-
козидной связи [5, 11], а два температурных интервала расстеклования - неод
нородной структурой хитина, который как и целлюлоза состоит из аморфных и 
высокоупорядоченных областей [27, 28]. Причем макромолекулярная спираль 
хитина представляет собой более лабильную систему, чем у целлюлозы [28]. На 
меньшую упорядоченность хитина по сравнению с целлюлозой указывают ре
зультаты исследования энтальпий их взаимодействия с водой и другими раство
рителями [29]. 

Нами была замечена особенность грибного хитина - зависимость темпера
тур его релаксационных переходов (Tb, Гс1, Тс2) от возраста грибов. У хитина из 
старых грибов Tb и Tс1 повышалась на -10 К, а Тс2 - на 30-40% (рис. 2, кривая 2). 
Т.е. при старении грибов структура хитина становится более упорядоченной. 

Как отмечается в работах [30, 31], у полимеров наблюдается целый спектр 
релаксационных переходов, которые характеризуют размораживание (при на
гревании) или замораживание (при охлаждении) различных форм движения ма
кромолекул полимера. При каждом релаксационном переходе при температур
ных зависимостях таких термодинамических функций, как энтропия или энталь
пия, наблюдается излом. По точке излома можно определить температуру релак
сационного перехода. Первая производная энтальпии по температуре есть теп
лоемкость при постоянном давлении, которая претерпевает скачок в темпера
турном интервале перехода. По предложенной в работах [30, 31] классификации 
главный релаксационный переход, обозначаемый как a-переход, относят к сте
клованию полимера. В стеклообразном аморфном полимере отсутствует даль
ний порядок в структуре, а его вязкость выше 1013 Пуаз. Стеклообразное состо
яние аморфного полимера является метастабильным. При стекловании замора
живаются колебания кинетических сегментов полимерной цепи. Под кинетиче
ским сегментом понимают последовательность из звеньев цепи, на протяжении 
которой утрачивается корреляция между ориентацией первого (i-го) и последне
го (i + n))-го) звена [30, 32, 33]. Когда полимер находится в стеклообразном со
стоянии в нем могут проявляться, так называемые, маломасштабные релаксаци
онные переходы, называемые b- и g-переходами. b-Релаксация относится к дви
жениям участков полимерной цепи, меньших чем сегмент и связана с внутрен
ним вращением в боковых привесках. Если полимерная цепь имеет несколько 
типов привесков, то может наблюдаться несколько у-переходов [25, 26]. 

После второго расстеклования на термограммах хитина и хитозана на
блюдалось разложение. Причем у хитина этот процесс (в атмосфере гелия) 
эндотермический, а у хитозана - экзотермический. Так у крабового хитина 
разложение начиналось при 490К, а температура пика соответствовала 547К. 
По данным работы [34] разложение хитина начиналось при 500К. У крабово
го хитозана начало разложения соответствовало 450К, а пик наблюдался при 
507К. Хитозан из криля начинал разлагаться при 465 К, экзотермический пик 
наблюдался при 517К. 

Исследование влияния воды на температуры физических переходов хитина 
из грибов вешенка показало, что она оказывает на него пластифицирующее 
действие, понижая температуры стеклования (табл. 3) [18]. При этом Tс1 и Тc2  
понижаются на десятки градусов, а Tb практически не изменяется (см. табл. 3). 
Аналогичным образом действуют пластификаторы на другие полисахариды [3, 
4, 14, 25, 26]. Как видно из табл. 3, понижение температур стеклования хитина 



Таблица 3. Температуры физических переходов в системе грибной хитин-вода 

происходит до тех пор, пока вода растворяется в хитине. После достижения пре
дела растворимости воды в полимере (со) температуры стеклования (Tс1 и Tс2) 
остаются практически постоянными с увеличением содержания воды в системе. 

При этом система становится двухфазной. Она состоит из насыщенного рас
твора воды в хитине и фазы свободной воды. В зависимости от термической 
предыстории двухфазная система может вести себя по-разному. При быстром 
(-20 К/мин) охлаждении двухфазных смесей застекловывается как насыщен
ный раствор воды в хитине, так и фаза свободной воды. Эта смесь расстекловы-
вается в одном температурном интервале. Температура стеклования ее (Tc1i) 
ниже, чем насыщенного раствора Ес1 (табл. 3). После расстеклования на термо
грамме таких смесей проявляется кристаллизация фазы свободной воды из со
стояния переохлажденной жидкости. При дальнейшем нагревании кристаллы 
воды плавятся (Tпл (Н2O)). Вычислив удельную площадь эндотермического пи
ка плавления фазы свободной воды (8) для нескольких образцов, экстраполиро
вали ее на нулевую площадь пика (рис. 3). Определили таким образом концен
трацию насыщенного при 273К раствора воды в хитине. Она оказалась равной 
32±2 мас.% воды. 

Более точно растворимость воды в хитине можно определить калориметри
ческим методом. Для этого приготовили непосредственно в калориметрической 
ампуле смесь хитина с 89,6 мас.% воды. Температурная зависимость теплоемко
сти указанного образца представлена на рис. 4. Как видно из рис. 4, на кривой 
С°р = f(T) данного образца проявляется эндотермический эффект при 273К, 
который можно отнести к плавлению фазы избытка воды над ее растворимо
стью в полимере, т.е. в образце присутствует вода, растворенная в хитине 
(связанная вода), и фаза свободной воды. Стеклование фазы насыщенного 
раствора воды в хитине не проявляется вследствие армирующего эффекта, 
который оказывают кристаллы фазы свободной воды на насыщенный рас
твор. Методом непрерывного ввода энергии в калориметр определили коли
чество теплоты (q, Дж), необходимое для плавления кристаллов фазы сво
бодной воды. По формуле (2) рассчитали растворимость воды в хитине при 
273К в массовых долях (со). 

Данные опытов определения растворимости воды в хитине из грибов ве-
шенка калориметрическим методом приведены в табл. 4. 



Как видно из табл. 4 и рис. 3, результаты по растворимости воды в хитине, по
лученные обоими методами, хорошо согласуются друг с другом. Следует отме
тить, что растворимость воды в целлюлозе [35] меньше чем в хитине и составля
ет 26,2±0,2 мас.% Н2O. То же самое отмечается и в работе [34]. Все это указыва
ет на менее упорядоченную структуру хитина по сравнению с целлюлозой [27-29]. 

По полученным данным о температурах релаксационных и фазовых пере
ходов в смесях хитина с водой и растворимости ее в полимере построили диа
грамму физических состояний системы хитин-вода (рис. 5), которая позволяет 
определить температурные и концентрационные области высокоэластичного и 
стеклообразного состояния смесей, гомогенности и гетерогенности системы. 
На диаграмме кривые АВ и CD - концентрационные зависимости температур 
стеклования растворов воды в упорядоченных и аморфных микрообластях хи
тина, соответственно; DE - линия температур стеклования насыщенного рас
твора воды в хитине (из диаграммы видно, что насыщение водой более упоря
доченных и менее упорядоченных областей хитина достигается практически 
при одинаковой концентрации воды в системе). Дальнейшее увеличение содер
жания Н2O в смесях практически не влияет на Tс1 и Tс2. MN - линия температур 
b-перехода хитина (Tb). Вода практически не влияет на температуру этого пере
хода. KL - концентрационная зависимость температуры плавления фазы сво-



бодной (не растворяющейся в хитине) 
воды. Как видно из диаграммы, двух
фазная смесь, состоящая из насыщен
ного раствора воды в хитине и фазы 
свободной воды, ведет себя по-
разному в зависимости от термичес
кой предыстории. При быстром 
(~20К/мин) охлаждении двухфазных 
смесей, содержащих от 34 до 50 мас.% 
воды, застекловывается как насыщен
ный раствор воды в хитине, так и фаза 
свободной воды. Эта смесь расстекло-
вывается в одном температурном 
интервале (кривая DE'). Температура 
стеклования ее (T'c1,) ниже, чем насы
щенного раствора Tc1 После расстек
лования на термограмме таких смесей 
проявляется кристаллизационная фаза 
свободной воды из состояния переох
лажденной жидкости. При дальней
шем нагревании кристаллы воды пла
вятся (линия KL). Когда содержание 
воды увеличивается до 60 мас.%, избы
ток воды кристаллизуется уже при первоначальном охлаждении независимо от 
скорости охлаждения. При этом мы еще наблюдаем расстеклование насыщен
ного раствора воды в хитине (точка Е). Увеличение общей концентрации воды 
приводит к тому, что большое количество образовавшихся кристаллов фазы 
свободной воды армирует гидратированные макромолекулы хитина и не позво
ляет расстекловываться насыщенному раствору воды в хитине. 

Вертикаль GKDF (см. рис. 5) отделяет область гомогенных растворов воды в 
хитине - слева, от двухфазной (гетерогенной) области - справа. Строго говоря, оп
ределенная нами концентрация насыщенного раствора воды в хитине относится к 
273К - температуре плавления воды. Однако в работах [3, 4] нами было показано, 
что при температурах ниже 273К растворимость низкомолекулярных пластифи
каторов в полимерах практически не зависит от температуры и кристаллизуется 
только то количество пластификатора, которое находится в избытке. 

Нами была также определена энтальпия сгорания (АсH0 (точка 298,15К), 
кДж/моль) и образования (АfH0 (точка 298,15К), Дж/моль) хитина их грибов. 
Вещество в кварцевом тигле поджигали с помощью разряда конденсатора на 
платиновую проволоку, соединенную с веществом хлопчатобумажной нитью. 
Для измерения подъема температуры использовали два платиновых термомет
ра сопротивления и цифровой вольтметр, включенные в мостовую схему. Мас
су образца исследуемого соединения определяли по количеству СО2, образую
щегося при его сгорании. 

В табл. 5 приведены результаты опытов по определению энергии сгорания 
хитина из грибов. Использованы следующие обозначения: т(х) - масса сгорев
шего вещества; AT - подъем температуры с поправкой на теплообмен; qб.к. и 
qH - поправка соответственно на сгорание бензойной кислоты и нити; qHNO3 -
поправка на образование родного раствора азотной кислоты; Д JJ - энергия 
сгорания исследуемого вещества в условиях, калориметрической бомбы. Исхода 



Таблица 5. К определению энергии сгорания хитина из грибов при 298,15К 

из среднего значения АсU, молекулярной массы (М), с учетом поправки Уош-
берна и поправки, обусловленной изменением числа молей газов, рассчитаны 
стандартные величины АсU0 и А с Н0 для реакции сгорания хитина. 

Они оказались равными: 
Ас U0 (т, 298,15) = -4005,81+16,7 кДж/моль, 
АсHо (т, 298,15) = -4006,4 +116,7 кДж/моль. 
Энтальпия образования хитина из грибов в твердом состоянии рассчитана 

при 298,15К AfH0 (хитин, т) = -999,6+16,7 кДж/моль с использованием 
Af

0н2о,ж = -285,831+0,042 Дж/моль и AfH0co2,Г = -393,511+0,13 Дж/моль. 
Близкие к нашим значения АСН0 = -4011 кДж/моль и AfH0 = -994,5 кДж/моль 

были получены для хитина из панциря крабов авторами работы [36]. 
Проведенные нами исследования и анализ литературных данных показал, 

что полисахариды и, в частности, хитин и хитозан обладают сложной молеку
лярной и надмолекулярной структурой. При этом строение полисахарида тесно 
связано с его физико-химическими свойствами. Поэтому необходимо исследо
вать указанные характеристики полисахаридов в широкой области температур. 

Сложная структура хитина и хитозана проявляется и в наличии у них не
скольких температурных областей стеклования и b-перехода. Кроме того тем
пературы физических переходов хитина из грибов зависят от их возраста. У хи
тина из старых грибов они выше, т.е. при старении грибов структура хитина 
становится более упорядоченной. 

Изучено влияние воды на температуры физических переходов грибного хи
тина. Определены физические состояния воды в смесях с ним в широкой обла
сти температур, а также концентрационные и температурные области сущест
вования гомогенных и гетерогенных смесей хитин-вода. Показано существова
ние "свободной" и "связанной" воды в системе хитин-вода. Растворимость воды 
в хитине (34+0,5 мас.%) выше чем в целлюлозе [35] (26,2+0,2 мас.%). В обоб
щенном виде это можно представить в виде диаграммы физических состояний 
системы хитин-вода. 

В заключении хочу выразить благодарность сотрудникам лаборатории тер
мохимии Научно-исследовательского института Нижегородского государствен
ного университета им. Н.И. Лобачевского, принимавшим участие в эксперимен
тальной работе и обсуждении полученных результатов: В.Г. Цветкову, В.А. Ма-
словой, Л.Я. Цветковой, Н.В. Новоселовой, Н.Ю. Кокуриной и В.Н. Лариной. 
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Таблица 1. Усредненные значения теплоемкости и термодинамические функции 

* Функции приведены в расчете на мол. массу повторяющегося звена хитина (усл. моль), которая 
равна 203,195 г/моль. 

** Функции приведены в расчете на мол. массу повторяющегося звена хитозана (усл. моль), 
которая равна 161,158 г/моль. 

Таблица 2. Температуры физических переходов в высушенных хитине и хитозане 
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При обсуждении термохимического поведения любых растворов полиме
ров следует иметь в виду несколько обстоятельств. 

Во-первых, термохимические измерения традиционно составляют фунда
мент физико-химического рассмотрения любых систем. Измеряемые с помо
щью калориметрических методов изменения энтальпии АН или внутренней 
энергии AU являются функциями состояния системы, анализ изменения кото
рых необходим как для корректной интерпретации результатов, полученных 
структурными методами, так и для теоретического описания рассматриваемых 
объектов. Все это обусловливает особую ценность прямых термодинамических 
данных о поведении физико-химических систем. 

Во-вторых, фундаментальный характер измеряемых величин имеет и обо
ротную сторону. Энтальпия и внутренняя энергия системы являются интеграль
ными величинами, включающими в себя большое число отдельных вкладов, ка
ждый из которых обусловлен конкретными видами межмолекулярных взаимо
действий, присущих системе и зависящих от ее химического строения и надмоле
кулярной структуры. В еще большей степени сказанное относится к изменениям 
энтальпии и внутренней энергии в ходе различных процессов. Эти величины не
сут информацию о межмолекулярных взаимодействиях и структуре не только ко
нечного, но и начального состояния системы. В этой связи, содержательный ана
лиз экспериментально измеренных величин АН и Δι/ существенно усложняется. 
Так значения энтальпии смешения растворов АНт только в очень простых случа
ях, например в растворах эластомеров, полностью определяются балансом энер
гии когезии однородных молекул и энергии адгезии разнородных молекул 
ει,2 ~ (επ _ ε22)/2. В более сложных системах этот вклад уже не является решаю
щим. Большое значение имеют и особенности надмолекулярной структуры поли
мера - его стеклообразность, частичная кристалличность и т.д., а для водных рас
творов - особенности структуры воды. Растворы природных полимеров и, в част
ности, хитозана и его производных с этой точки зрения представляют собой при
мер наиболее сложных для термодинамического анализа систем. 

В-третьих, термохимические измерения в растворах полимеров с чисто ме
тодической точки зрения представляют собой непростую задачу. В силу боль
ших размеров макромолекул процесс их растворения кинетически заторможен, 
и требуются специальные экспериментальные методики для определения вели
чин АНт, которые для низкомолекулярных растворов могут быть измерены при 
непосредственном смешении компонентов. 

Указанные обстоятельства обусловливают тот факт, что несмотря на боль
шую научную ценность термохимических исследований, последние весьма не
многочисленны и охватывают небольшой круг полимерных растворов. В тече
ние ряда последних лет такие измерения были проведены и для водных раство
ров некоторых производных хитозана. Результаты этих исследований будут 
представлены ниже. 
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ОСОБЕННОСТИ ТЕРМОХИМИЧЕСКИХ ИЗМЕРЕНИЙ 
В РАСТВОРАХ ПОЛИМЕРОВ 

Как известно, экспериментальному измерению доступны не сами функции 
состояния системы, а их изменения в ходе различных процессов. Для характери
стики растворов в основном используют процесс смешения - т.е. процесс обра
зования раствора заданного состава из чистых индивидуальных компонентов. 
Если смешение раствора проводят при постоянном давлении, то измеряемая 
при этом теплота равна приращению энтальпии системы. Формально она мо
жет быть определена по следующему уравнению: 

ΑΗη = Η-ΣΗκ, (1) 
из которого следует, что изменение энтальпии при смешении раствора с неиз
бежностью включает в себя величины, относящиеся к состоянию чистых инди
видуальных компонентов. 

Время самопроизвольного смешения полимера с низкомолекулярными 
компонентами очень велико и может существенно превышать допустимое 
время калориметрического опыта. В этом случае прямые калориметриче
ские измерения энтальпии смешения в полимерных растворах невозможны 
и ее определение проводится с использованием термохимических циклов. 
Так энтальпия смешения полимера с растворителем во всей области соста
вов определяется по следующему циклу, который был впервые использо
ван в работах А.А. Тагер [1, 2], и иногда называется методом Тагер-Дом-
бек (рис. 1). 

Согласно этому циклу измеряемыми величинами являются энтальпия 
растворения Δ#ρ навески чистого полимера в большом избытке раствори
теля и энтальпия разбавленных растворов требуемой концентрации со2. Ка
лориметрический эксперимент обычно проводят с малыми навесками по
лимера, не превышающими 0,1 г, что позволяет сократить время растворе
ния и разбавления. Однако, применение микроколичества вещества требу
ет использования калориметров с высокой чувствительностью. Наилуч
шим образом этим требованиям отвечают калориметры типа Кальве [3, 4]. 
Средняя удельная энтальпия смешения 1 г раствора рассчитывается по 
формуле 

Д Я > 2 ) = ш2[АЯр-АЯразб(со2)]. 

Рис. 1. Цикл Тагер-Домбек 



ЭНТАЛЬПИИ РАЗБАВЛЕНИЯ 
И СМЕШЕНИЯ ВОДНЫХ РАСТВОРОВ СОЛЕЙ ХИТОЗАНА 

Были исследованы образцы хитозана и его алкилированного производного 
алкилхитозана. Эти полимеры содержат в своем составе звенья трех видов: 

Образец хитозана содержал 12% звеньев типа (I) с ацетамидной группой и 
88% звеньев типа (II) с аминогруппой. Образец алкилированного хитозана со
держал 12% звеньев типа (I), 82% звеньев типа (И) и 6% звеньев типа (III) с до-
децильным радикалом. Образцы были представлены институтом CERMAV-
CNRS (Франция) в рамках выполнения совместного гранта INTAS 96-1193. Мо
лекулярная масса образцов составляла 2 · 105. Сами полимеры нерастворимы в 
воде. Для получения их водных растворов их необходимо перевести в солевую 
форму по реакции: 

R—NH2 + Н+А~ =>R—NH3A-; 

Нейтральные полимеры в водном растворе представляют собой катионные 
полиэлектролиты, на макромолекулах которых локализованы положительные 
заряды, а противоионами служат ионы кислотного остатка использованной ки
слоты. Нейтрализацию хитозана проводили уксусной и соляной кислотой, полу
чая соответствующие соли. Необходимые для термохимических исследований 
образцы солей хитозана получали в виде пленок на ПЭ подложке испарением 
растворов в 1 Μ кислотах. Полученные образцы сушили в вакууме до постоян
ной массы. 

Ацетат хитозана. На рис. 2 представлена концентрационная зависимость 
энтальпии разбавления растворов ацетатов хитозана и алкилхитозана в воде 
при 298 К в отсутствии и в присутствии низкомолекулярной соли - 0,2 Μ ацета
та Na. По оси абсцисс отложена концентрация разбавляемого раствора, так что 
каждая точка на кривой представляет собой количество теплоты, сопровожда
ющее разбавление раствора заданной концентрации ω2 до очень малой конеч
ной концентрации. Следует отметить, что для растворов полимерных электро
литов существенное значение имеет точное поддержание конечной концентра
ции во всех опытах. Во всех случаях, рассмотренных ниже, разбавление раство
ра проводили до концентрации 1 г/л. 

Видно, что величины А#разб отрицательны во всей области составов, что 
указывает на энергетически выгодное взаимодействие полимеров с водой. Кри
вые концентрационных зависимостей состоят из трех участков: вогнутого уча
стка при малых концентрациях, практически прямолинейного участка при сред
них концентрациях и выпуклого участка при высоких концентрациях полимера. 
По своей форме кривые сильно отличаются от аналогичных зависимостей для 



растворов синтетических полимеров в 
органических жидкостях [5] и поли
мерных неэлектролитов в воде [6]. 
Сложный вид зависимостей АЯразб яв
ляется следствием наличия различных 
ътаадот, •& -̂ йтълътсдей рга&гдледжй год
ных растворов солей хитозана и ал-
килхлорида. 

В работах [7, 8] было показано, 
что такой ход зависимости можно опи
сать суперпозицией следующих вкла
дов в энтальпию смешения. 

1. Вклад межмолекулярных взаи
модействий звеньев полимера и моле
кул растворителя, который в простей
шем случае можно рассчитать по тео
рии Флори-Хаггинса 

АЯразб. вз=%ЯГф2, (2) 
где χ - параметр взаимодействия Фло
ри-Хаггинса, <р2 - объемная доля по
лимера в разбавляемом растворе, R -
газовая постоянная. 

2. Вклад, обусловленного разрушением рыхлой метастабильной стеклооб
разной структуры полимера (ацетата хитозана) в процессе растворения 

,Дж/г разб' 

Рис. 2. Концентрационная зависимость эн
тальпии разбавления водных растворов аце
татов хитозана (/) и алкилхитозана (2) при 
298К в отсутствие (а) и в присутствии (б) 
низкомолекулярной соли 0,2М NaCH3COO 

\н - о „An1/41"-2 
(3) 

где ε22 - энергия когезии полимера, <р̂  - параметр, характеризующий объемную 
долю метастабильных вакансий в исходной структуре стеклообразного полимера. 

3. Вклад далыюдействующих электростатических взаимодействий между 
заряженными звеньями полимера и образующимися при диссоциации противо-
ионами. Для системы перекрывающихся заряженных цепей в растворе, что на 
практике соответствует концентрации полиэлектролита более 1 г/л, в рабо
те [8] в рамках скейлингового подхода было получено выражение для энергии 
раствора, учитывающее следующие виды электростатических взаимодействий: 

4. Энергия противоионов, "Конденсированных" на полиионе: 

*- l£ ( i - !>>*• 
где е - элементарный заряд, ΝΛ - число Авогадро, ε - диэлектрическая проница
емость среды, Ъ - среднее расстояние между зарядами в цепи, р" - средняя кон
центрация "свободных" противоионов в растворе, которая может быть найдена 
как решение следующего уравнения [9]: 

, ι - β , φ2~"β 

In—~- = ln— , 
β 1 - Φ2 

где и - параметр плотности заряда цепи полиэлектролита [10] 
е2 

и = , 
гкТЬ 

где к - постоянная Больцмана. 



5. Энергия выпрямленной конформации макромолекулы, обусловленной 
отталкиванием заряженных звеньев полииона. 

β_π 
1° 2 e2N„ 

6. Энергия "свободных" противоионов в растворе в приближении Дебая-
Хюккеля. 

3 

Е3=-
e2N, β > 

b Л\ ν^φ· 
Общая энергия раствора полиэлектролита представляет собой сумму: 
Е

Р. эл. = Е]+ Е2 + Е3, 
а энтальпия разбавления рассчитывается по формуле: 

АН, разб. эл •^р.эл (ф2кон)- ' Б р.эл(ф2нач) ' (4) 
где <р2 нач и φ2 ΚΟΗ - концентрация раствора до и после разбавления. Суммарная 
энтальпия разбавления представляет собой сумму вкладов (2)-(4). 

А ^ р а з б ~ ^ р а з б . вз + АНряз6 с + Д^разб . эл • ( 5 ) 

На рис. 3 представлена концентрационная зависимость трех вкладов в эн
тальпию разбавления для модельного раствора, рассчитанных по формулам 
(2)-(4). Видно, что все они характеризуются отрицательными значениями эн
тальпии разбавления, но имеют разный ход концентрационной зависимости. 

Вклад взаимодействий (Флори-Хаг-
гинса) линейно зависит от объемной 
доли полиэлектролита в растворе, 
вклад стеклообразного состояния ха
рактеризуется выпуклой кривой и ог
раничивается исключительно обла
стью концентрированных растворов. 
Вклад электростатических взаимодей
ствий описывается вогнутой кривой в 
области малых и средних концентра
ций раствора и практически линейной 
зависимостью в области средних и вы
соких концентраций. 

Экспериментальные зависимости 
АЯразб, представленные на рис. 2, были 
интерполированы суммой (5). Среднее 
отклонение интерполированных зна
чений от экспериментальных не пре
вышало 2%, что меньше суммарной 
погрешности экспериментальных из
мерений, которая составляла 5% 
(включая расчет по термохимическо
му циклу). Рассчитанные значения па
раметров, характеризующих структу
ру хитозана и межмолекулярные взаи-

ДНразб. Дж/Г 

Рис. 3. Теоретические концентрационные 
зависимости вкладов в энтальпию разбав
ления для модельной системы 
/ - вклад взаимодействия при χ = -0,1; 2 - вклад 
стеклообразности при £22 =-120 Дж/г, φ° =0,1; 
3 - вклад электростатических взаимодействий по
лиионов и противоионов при и = 1 



Таблица. Энергетические и структурные параметры, определяющие энтальпию разбавления 
водных растворов ацетатов хитозана и алкилхитозана при 298 К 

Полимер 

Хитозан 
(бессолевой раствор) 
Алкилхитозан 
(бессолевой раствор) 
Хитозан в присутствии соли 
(0,2 Μ NaCH3COO) 
Алкилхитозан в присутствии 
соли (0,2 Μ NaCH3COO) 

* Эффективные значения. 

χ 

-0,01 

-0,21 

-0,01 

-0,21 

ε22, Дж/г 

-746 

-685 

-746 

-685 

Ф° 

0,063 

0,091 

0,063 

0,091 

и 

1,05 

1,05 

0,95* 

0,95* 

ft, A 

7 

7 

7,3* 

7,3* 

модействия в растворе в рамках описанной модели, приведены в таблице. Дан
ные в таблице показывают, что структурные параметры, характеризующие 
влияние стеклообразной природы и наличие заряженных групп в цепи полиме
ра, изменяются незначительно (в пределах 10%) при переходе от хитозана к ал-
килхитозану и от бессолевого к солевому раствору. Так параметры ε22 и φ° не 
зависят от присутствия соли в растворе, но переход от хитозана к алкилхитоза-
ну несколько увеличивает рыхлость упаковки φ° и уменьшает энергию коге-
зии ε22 полимера. Это вполне объяснимо, учитывая введение в макромолекулу 
длинных алкильных радикалов с малой энергией когезии. Параметр плотности 
заряда и и среднее расстояние между зарядами b одинаковы для хитозана и ал
килхитозана, но несколько изменяются при переходе от бессолевого к солево
му раствору, что связано с возникающим экранированием электростатических 
взаимодействий. 

Что касается параметра межмолекулярных взаимодействий χ, то он не за
висит от присутствия низкомолекулярной соли в растворе, но сильно зависит от 
наличия даже небольшого (6%) количества гидрофобных алкильных радикалов 
в главной цепи. В водном растворе хитозана параметр χ близок к нулю, т.е. вы
игрыш в энергии от взаимодействия полярных групп хитозана с молекулами во
ды практически полностью компенсируется проигрышем в энергии от разруше
ния связей между молекулами индивидуальных компонентов. Введение гидро
фобных заместителей приводит, на первый взгляд, к неожиданному эффекту: 
взаимодействие с водой не ухудшается, а улучшается (!), параметр χ принимает 
большие отрицательные значения. Этот эффект связан со специфическими 
свойствами растворителя - воды, с изменением ее структуры под действием рас
творенного вещества [11]. 

Известно, что в водных растворах органических веществ могут наблюдать
ся два типа гидратации - гидрофильная и гидрофобная [12, 13]. Гидрофильная 
гидратация связана с возникновением сильных водородных связей между моле
кулами воды и полярными группами растворенного вещества. При этом исход
ная сетка водородных связей в структуре воды разрушается. При гидрофобной 
гидратации, которая в чистом виде наблюдается в растворах инерных газов, вза
имодействие между молекулами самой воды и растворенного вещества отсутст
вует, но это приводит к усилению водородных связей между молекулами воды 
и упрочнению ее структуры. Оба типа гидратации сопровождаются выделени-
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Рис. 4. Концентрационные зависимости энтальпии смешения 
/ - водные растворы ацетатов хитозана (а) и алкилхитозана (б) при 298К; а также ее составляющих: 
2 - межмолекулярное взаимодействие; 3 - стеклообразность; 4 - электростатические взаимодействие 

Рис. 5. Концентрационные зависимости энтальпии разбавления водных растворов хлорида 
хитозана (/) и хлорида глюкозамина (2) при 298К 

ем тепла и уменьшением энтропии [12]. Наличие двух типов гидратации было 
показано для водных растворов ряда синтетических полимеров [14-16]. По-ви
димому, введение в макромолекулу хитозана алкильных групп способствует до
полнительной гидрофобной гидратации и увеличивает экзотермический эф
фект смешения с водой. 

Проведенный анализ концентрационных зависимостей А//разб для растворов 
ацетата хитозана позволяет рассчитать концентрационные зависимости отдель
ных вкладов в энтальпию смешения. Эти данные представлены на рис. 4. Все 
они имеют вид кривых с минимумом, полностью лежащих в области отрица
тельных значений. Видно, что как для ацетата хитозана, так и для ацетата ал
килхитозана преобладающим является вклад стеклообразной структуры этих 
полимеров. 

Хлорид хитозана. На рис. 5 представлена концентрационная зависимость 
энтальпии разбавления водного раствора хлорида хитозана при 298К. По хара
ктеру она резко отличается от представленной на рис. 2 аналогичной зависимо
сти для ацетата хитозана. На кривой АЯразб для хлорида хитозана также имеют
ся три участка, однако средний участок имеет положительный наклон и на нем 
наблюдаются эндотермические эффекты разбавления. Подобный ход концент
рационной зависимости АНразб характерен для растворов частично-кристалли
ческих полимеров, аморфная часть которых находится в стеклообразном состо
янии [7, 17]. Это позволяет предположить, что в отличие от ацетата, хлорид хи
тозана содержит существенную долю кристаллических участков. В пользу это
го предположения также свидетельствует сходство концентрационной зависи
мости АЯразб для хлорида хитозана и аналогичной зависимости для хлорида глю
козамина - кристаллического низкомолекулярного аналога звена хитозана, ко
торая также представлена на рис. 5. 
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Рис. 6. Теоретические концентрационные зависимости энтальпии разбавления растворов ча
стично-кристаллического полимера 
/ - в атермическом растворителе; 2 - в неатермическом растворителе; 3 - е учетом стеклообразное™ 
аморфной части полимера 

Рис. 7. Рассчитанные вклады в энтальпию разбавления водного раствора хлорида хитозана 
при 298К 
/ - межмолекулярные взаимодействия; 2 - стеклообразность аморфной части; 3 - электростатические 
взаимодействия; 4 - плавление кристаллитов (4) 

С учетом этого, концентрационная зависимость А#разб для хлорида хитоза
на по сравнению с выражением (5) включает дополнительный вклад АЯразбл пл, 
обусловленный разрушением кристаллитов при растворении: 

А^разб _ ^ р а з б . вз + А^разб. с + ^ р а з б . эл + ДНразб. пл · (5) 

Способ оценки этого вклада подробно описан в работах [7, 17, 18]. Рассмо
трим схематичную зависимость энтальпии разбавления раствора частичнокри-
сталлического полимера, представленную на рис. 6. Кривая 1 отвечает случаю, 
когда растворитель является атермическим, а аморфная часть полимера нахо
дится в высокоэластическом состоянии. Ордината точки А на кривой 1 (рис. 6) 
соответствует энтальпии растворения АНр, которая равна АНПЛ кристалличе
ских областей. При добавлении в систему растворителя он вначале распределя
ется в аморфной части полимера, количество кристаллитов остается неизмен
ным, и АЯразб не изменяется с составом вплоть до точки Б, где раствор в аморф
ной фазе становится насыщенным относительно кристаллитов при данной тем
пературе. В смесях, где концентрация полимера меньше, чем в точке Б, количе
ство кристаллитов пропорционально уменьшается и А#разб также соответствен
но понижается вплоть до точки В, которая соответствует пределу растворимо
сти частично кристаллического полимера φ2ι нас - его насыщенному раствору. 
Зависимость А#разб от количества предварительно добавленного растворителя 
является линейной, однако концентрация раствора, выраженная в массовых, 
мольных или объемных долях - нелинейная функция количества компонента в 
растворе, поэтому участок БВ на рйс. 6 представляет собой не прямую, а кри-



вую линию, подчиняющуюся простому уравнению 

А р̂азб (<Р2 ) = Δ#ρ 
Фг^-Ф^нас)' 

Абсцисса точки Б на рис. 6 зависит от концентрации насыщенного раство
ра φ2 нас и степени кристалличности полимера - к. Несложные рассуждения при
водят к следующей взаимосвязи: 

Фг.нас 
<Р2,Б=—"ГJ Г· 

1-^(1-92,нас) 
Кривая / на рис. 6 соответствует следующему набору параметров 

А#пл = 10 Дж/г, (р2,нас = 0,3, Λ = 0,6. 
Концентрационная зависимость А#разб в неатермическом растворе частич

но кристаллического полимера будет представлять собой комбинацию зависи
мости, изображенной кривой 1 на рис. 6, и линейной зависимости 2, которая 
описывает этот случай при χ = - 1 . Видно, что "включение" энергетически силь
ных межмолекулярных взаимодействий при растворении кристаллического по
лимера приводит к появлению трех наклонных участков на кривой А#разб. Кри
вая 3 на рис. 6 представляет собой концентрационную зависимость А//разб для 
той же модельной системы, что и кривые 1, 2, но с добавлением вклада (3) при 
следующих значениях параметров: ε22 = -80 КДж/моль, φ° =0,1. Видно, что 
концентрационная зависимость А#разб в этом случае имеет те же особенности, 
что и наблюдаемые на опыте для растворов хлорида хитозана (см. рис. 5). 

Для растворов хлорида хитозана дополнительно следует учесть вклад элек
тростатических взаимодействий, задаваемый выражением (4). Можно считать, 
что по величине он равен аналогичному вкладу для растворов ацетата хитоза
на, поскольку степень ионизации обеих солей одинакова. Вычитая его из экспе
риментальной зависимости А#разб для хлорида хитозана (см. рис. 5), получим за
висимость, подобную представленной на рис. 6 для модельной системы. Обра
тим внимание на то, что в этом случае наклон зависимости А#разб на начальном 
участке в области разбавленных растворов определяется только вкладом меж
молекулярных взаимодействий (Флори-Хаггинса) по уравнению (2), что позво
ляет найти параметр Флори-Хаггинса для водного раствора хитозана. Он равен 
χ = -0,61. Далее, вычленяя этот вклад из А//разб, последовательно находим вкла
ды кристалличности и стеклообразности. 

Концентрационные зависимости всех вкладов в А#разб представлены на 
рис. 7. Видно, что в отличие от трех других, вклад кристалличности А#разблтл по
ложителен, поскольку связан с разрушением кристаллической решетки. Поло
жение точек перегиба на концентрационной зависимости АЯразб пл и ее кривиз
на позволяют оценить параметры кристаллической фазы для хлорида хитозана. 
Они составляют: 

ДЯр = 102 Дж/г = ДЯ*Л к = 0,91. 

Полученное значение А#*л, конечно, имеет эффективный характер, так 
как в данном случае речь идет об "изотермическом плавлении" кристаллитов 
под действием растворителя при 298К. Тем не менее, поскольку температура 
плавления хитозана находится выше его температуры разложения, и истинная 
теплота плавления кристаллитов не доступна калориметрическому измерению, 



Рис. 8. Концентрационные зависимости вод
ного раствора хлорида хитозана 298К 
/ - энтальпия смешения; вклады в энтальпию: 
2 - межмолекулярное взаимодействие; 3 - стекло-
образность; 4 - электростатическое взаимодейст
вие; 5 - плавление кристаллитов 

сделанная оценка этой величины пред
ставляет несомненный интерес. Полу
ченная величина АЯ*Л по порядку 
близка к значениям для сложных по
лиэфиров и полиамидов [19, 20]. Так
же обращает на себя внимание высо
кая степень кристалличности хлорида 
хитозана. По-видимому, малые разме
ры иона С1 не мешают образованию 
кристаллитов, а межионные взаимо
действия способствуют регулярной 
упаковке цепей. В отличие от хлорида, 
ацетат хитозана не обнаруживает при
знаков кристалличности по данным 
термохимических измерений. Возмож
но кристаллизации в этом случае пре
пятствует больший объем и сложная 
форма ацетатных ионов. 

Параметры стеклообразной упа
ковки аморфной части хлорида хитоза
на, рассчитанные из анализа концентра
ционной зависимости ДЯразб составляют 
ε22 = - 980 Дж/г; φ° = 0,076. Эти ве
личины достаточно близки к представ
ленным в таблице данным для ацетатов. Несколько большее значение энергии 
когезии, по-видимому, обусловлено тем, что хлоридный ион, имея малые разме
ры, не препятствует более тесному сближению цепей хитозана при их взаимо
действии в растворе. Энергия когезии приблизительно на порядок выше, чем 
ДЯ*Л. Данное соотношение отражает тот факт, что при правлении кристалли
тов разрушаются лишь некоторые межцепные связи, а большая их часть сохра
няется в расплаве или концентрированном растворе. 

На рис. 8 представлены концентрационные зависимости всех вкладов в эн
тальпию смешения хлорида хитозана с водой при 298 К, рассчитанные с исполь
зованием указанных значений параметров. Видно, что вклады межмолекуляр
ных и межионных взаимодействий, а также стеклообразное™ аморфной части 
отрицательны, а вклад плавления кристаллитов положителен. Преобладающее 
влияние на величину суммарной энтальпии смешения оказывают два последних 
вклада. 

В целом можно отметить, что концентрационная зависимость энтальпии 
смешения менее информативна, чем зависимость энтальпии разбавления. Ос
новными вкладами в АНт являются структурные, которые маскируют проявле
ние различных видов взаимодействий в растворе. Это является прямым следст
вием уравнения (1), из которого видно, что величины энтальпии смешения при 
любом составе раствора включают в себя энтальпию разрушения структуры 
чистых компонентов. Напротив, величины энтальпии разбавления несут ин
формацию только о состоянии растворов разной концентрации и поэтому ока
зываются более информативными при анализе сложных случаев суперпозиции 
разных видов взаимодействия в растворах полимеров. 



выводы 
1. Энтальпия разбавления и смешения водных растворов солей хитозана 

имеет сложный интегральный характер и определяется суперпозицией межмо
лекулярных взаимодействий звеньев полимера и молекул воды, электростати
ческих взаимодействий ионов, наличием кристаллических и стеклообразных 
аморфных участков в структуре полимера. 

2. Для ацетата хитозана термохимически не обнаруживается признаков кри
сталличности. Энтальпия смешения с водой отрицательна, основной вклад в нее 
вносит энтальпия разрушения метастабильной стеклообразной структуры по
лимера. Параметр взаимодействия Флори-Хаггинса практически равен нулю. 
Введение в хитозан небольшого числа гидрофобных алкильных заместителей 
увеличивает экзотермический эффект взаимодействия с водой за счет усиления 
гидрофобной гидратации. Параметр взаимодействия Флори-Хаггинса стано
вится равен: -0,21. 

3. Хлорид хитозана при растворении ведет на себя как полимер с высокой, 
порядка 90%, степенью кристалличности. Поэтому, несмотря на более экзотер
мическое смешение с водой и более отрицательные значения параметра взаи
модействия: -0,61, в отличие от ацетата хитозана его смеси с водой в области 
высоких и средних концентраций являются гетерогенными. 

4. Полиэлектролитная природа солей хитозана вносит лишь небольшой 
вклад в интегральные значения энтальпии смешения их с водой. 
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Хитин и его дезацетилированное производное хитозан привлекли внимание 
широкого круга исследователей и практиков благодаря комплексу химических, 
физико-химических и биологических свойств и неограниченной воспроизводи
мой сырьевой базой. Полисахаридная природа этих полимеров обусловливает 
их сродство к живым организмам, а наличие реакционноспособных функцио
нальных групп обеспечивает возможность разнообразных химических модифи
каций, позволяющих усиливать присущие им свойства или придавать новые в 
соответствии с предъявляемыми требованиями. 

С середины XX в. синтезировано и исследовано большое количество про
изводные хитина и хитозана, многие из которых нашли практическое приме
нение. Состояние исследований отражено в многочисленных обзорах [1-4] и 
нескольких монографиях [5-7]. На русском языке опубликовано значительно 
меньше обобщающей литературы [8—10], а монографии отсутствуют. Насто
ящий обзор посвящен современному состоянию в области химии хитина и хи
тозана. 

Хитин, имеющий химическое строение поли-1 —> 4, b-D(N-ацетил-2-амино-
2-дезокси-глюкопиранозы) обладает двумя гидроксильными группами, одна из 
которых у С-3 - вторичная, а вторая у С-6 - первичная. По этим функциональ
ным группам может быть осуществлено получение простых и сложных эфиров. 
Ацетамидная группа хитина, расположенная у С-2, химически инертна, но в 
сильно щелочной среде при высокой температуре она превращается в первич
ную аминогруппу с отщеплением уксусной кислоты. Образующееся при этом 
производное хитина - хитозан - приобретает дополнительную реакционноспо-
собную функциональную группу, поэтому кроме простых и сложных эфиров на 
хитозане возможно получение N-производных различного типа. Кроме того, на 
обоих полисахаридах возможно проведение привитой полимеризации с получе
нием как гибридных сополимеров, сочетающих полисахаридную основную цепь 
с синтетическими привитыми цепями, так и разветвленных полисахаридов, у ко
торых боковые цепи образованы за счет полимеризации моносахаридов друго
го строения. 

Для синтеза производных используют различные технологические приемы. 
Синтез может быть проведен в гомогенных или в гетерогенных условиях с при-
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менением растворителей или разбавителей, или же в твердой фазе при механи
ческой активации. 

Каждый из способов получения имеет свои преимущества и недостатки. В 
гомогенных условиях удается получить наиболее высокозамещенные и одно
родные продукты. Недостаток способа - необходимость применения дорогосто
ящих и иногда технологически неудобных растворителей или дополнительных 
энергетических затрат для замораживания. В гетерогенных условиях в твердой 
фазе при сочетании механических и тепловых воздействий продукты получают
ся неоднородными и сильно деструктированными, но время, затраченное на 
синтез, сокращается до нескольких минут. Дисперсионный метод обеспечивает 
более однородное распределение заместителей, но для высокого замещения, 
как правило, необходимо длительное время реакции, а также использование 
разбавителей, регенерация которых часто невозможна или требует значитель
ных дополнительных затрат. Некоторые реакции начинаются как гетероген
ные в среде разбавителя, а заканчиваются в гомогенных условиях, так как про
дукт с высоким замещением приобретает растворимость в реакционной среде. 

Учитывая низкую реакционную способность хитина и хитозана вследствие 
их высококристаллической надмолекулярной организации, часто используют 
предварительную активацию полимеров путем переосаждения, механических 
обработок, воздействий ультразвукового или микроволнового облучения. Эти 
обработки разрушают межмолекулярные водородные связи, аморфизируют 
структуру, тем самым облегчая доступ реагентов к реакционноспособным груп
пам. Однако, такие воздействия одновременно вызывают снижение молекуляр
ной массы полисахаридов. Резкое увеличение реакционной способности хитина 
наблюдается при замораживании его в концентрированных растворах едкого 
натра. Происходящее при этом беспорядочное частичное дезацетилирование 
вызывает аморфизацию хитина и переход в гелеобразное состояние. В таких ус
ловиях удобно проводить реакции алкилирования, а для реакций ацилирования 
используются выделенный при разбавлении водой порошкообразный высоко 
активный хитин. 

Все эти способы успешно применяются для синтеза производных хитина и 
хитозана. Выбор способа получения обусловлен применяемыми реагентами и 
желаемыми свойствами продукта. 

ПРОИЗВОДНЫЕ ХИТИНА 

Сложные эфиры хитина и неорганических кислот. Работы по синтезу эфи-
ров хитина и неорганических кислот были начаты в начале XX в. и касались хо
рошо известных на целлюлозе производных, получивших практическое приме
нение. Одним из первых производных хитина был получен нитрохитин, пред
ставлявший в то время интерес как основа для получения взрывчатого вещест
ва - нитрошелка. Нитраты хитина были синтезированы обработкой хитина ды
мящей азотной кислотой [11]. Кинетика этого процесса была исследована в [12] 
и было установлено, что степень замещения (СЗ), равная 1,5 ед., достигается за 
час. Полученный нитрат воспламенялся при 163 °С и имел рентгенограмму, 
идентичную рентгенограмме хитина. В более поздней работе Марченко [13] 
было показано, что при нитровании воздушно-сухого хитина при 20 °С азотной 
кислотой с d = 1,5 г/см3 и модуле ванны 1 : 50 можно получить нитрохитин со 
СЗ = 1,94. Осажденный водой продукт растворялся в диметилформамиде и его 
смеси с ацетоном. Накопление нитратного азота в хитине приводит к конфор-



мационной перестройке макроцепей хитина, увеличению их подвижности, пере
ходу от фибриллярной структуры, характерной для хитина, к гранулярной. 

Сульфаты хитина были получены действием хлорсульфоновой кислотой в 
различных средах: в пиридине в течение 7 ч было введено 14,4% серы [14], в 
среде дихлорэтана за 2 ч содержание серы составляло 13-15% [15]. Эти проду
кты растворялись в воде и имели молекулярную массу 14000-170000, опреде
ленную методом осмометрии. Антикоагуляционное действие сульфата хитина 
по отношению к крови было обнаружено еще в 1935 г., но одновременно бы
ла показана токсичность этого производного [16], поэтому дальнейшие иссле
дования проводились на сульфатах хитозана. В последнее время наблюдается 
возврат интереса к сульфатам хитина в связи с обнаружением новых видов их 
биологической активности. В работе [17] отмечено ингибирование опухоле
вых метастаз сульфированными производными хитина. Анти-ВИЧ -актив
ность показана японскими исследователями [18]. Противовоспалительное 
действие обнаружено при изучении сульфатов, фосфатов и смешанных фос
фатов-сульфатов хитина [19]. 

Фосфаты хитина были синтезированы действием хлорокиси фосфора на 
хитин при 40 °С в течение 5 ч [14]. Фосфаты хитина, полученные действием 
70%-ной фосфорной кислотой при 2 °С в течение 48 ч, были использованы для 
прядения волокна после растворения в водно-этанольной смеси при охлаждении 
[20]. Высокофосфорилированный хитин был приготовлен реакцией с пятиоки-
сью фосфора в метансульфокислоте при охлаждении до 0-5 °С в течение 2 ч. 
Далее к реакционной смеси добавляли хлорангидрид адипиновой кислоты для 
сшивания макромолекул. Конечный продукт представлял собой соединение, не
растворимое в воде, содержащее 7,4% Р, что соответствует монозамещению, со 
степенью сшивания 0,9. Исследование сорбции щелочно-земельных металлов 
показало 5-6-кратное увеличение сорбционной емкости продукта по сравнению 
с исходным хитином [21]. В дальнейшем были получены фосфорсодержащие 
производные хитина типа фосфинатов по реакции конденсации с гидроксиме-
тилфосфином при комнатной температуре. Содержание фосфора составляло 
5,1% [22]. 

Ксантогенирование хитина было предпринято с целью получения волокон 
и пленок их хитина по аналогии с вискозным процессом на целлюлозе. Мерсе
ризацию хитина проводили 43%-ным раствором NaOH при 25 °С в течение 2 ч, 
затем алкалихитин смешивали со льдом и вводили сероуглерод, при этом на
блюдалась желатинизация хитина с последующим растворением [23]. Ксантоге-
наты хитина были использованы как промежуточные соединения при синтезе 
других серусодержащих производных хитина: О-бензилтиокарбонил- и О-ал-
килтиокарбонилхитина [24], а также при синтезе О-алкильных производных 
хитина путем действия на щелочной раствор ксантогената хитина соответству
ющего галоидного алкила [25]. Благодаря такому приему реакции проходили в 
гомогенных условиях, что обеспечивало высокие степени замещения конечно
го продукта. 

Мезиловые и тозиловые эфиры хитина получены действием метан- и и-то-
луолсульфокислот на переосажденный хитин в сухом пиридине при комнатной 
температуре. Получение монозамещенных производных требовало длительно
го времени 7-10 сут [26]. Тозиловые эфиры хитина были также синтезированы 
при действии тозилхлорида в среде хлороформа на алкалихитин, полученный 
при низкотемпературной обработке концентрированным раствором едкого на
тра. Реакция протекает межфазно между двумя перемешиваемыми растворами: 
хитина в щелочи и тозилхлорида в хлороформе, в течение 1 ч при 0 °С, а затем 



в течение 4 ч при комнатной температуре. При мольном соотношении хи
тин : тозилхлорид 1 : 30 были получены производные с СЗ > 1 с тозильной груп
пировкой у С-6. 

Тозилхлорид хитина растворим в диметилацетамиде и диметилсульфоксиде, 
что было использовано для синтеза йод-хитина действием избытка йодистого 
натрия [27]. Такой же прием был использован для синтеза других производных 
хитина [28]. Синтез высокозамещенного тозилхитина в гомогенных условиях 
был осуществлен в растворе LiCl/ДМАА действием тозилхлорида. При даль
нейшей обработке полученного тозилхитина избытком роданида калия в среде 
ДМСО или ДМФА был получен дезокситиоцианат хитина [29]. 

Сложные эфиры хитина и карбоновых кислот. Ацилирование хитина осу
ществляют взаимодействием с ангидридами или хлорангидридами соответству
ющих кислот. Для ускорения реакции используют катализаторы (в основном 
хлорную кислоту) и различные реакционные среды, способствующие получе
нию растворимых продуктов. 

Из сложных эфиров хитина с органическими кислотами первыми были по
лучены ацетаты действием уксусного ангидрида в присутствии сухого хлористо
го водорода. Полностью ацетилированный хитин был приготовлен в течение 
5 сут при комнатной температуре. Продукт был растворим в муравьиной кислоте 
[30]. Ацетилирование хитина смесью уксусной кислоты и уксусного ангидрида в 
присутствии хлористого цинка продолжалось три месяца. Продукт со СЗ = 2,5 
был сильно деструктирован [12]. Гомогенное ацетилирование в растворе хити
на в фосфорной кислоте с хлорной кислотой в качестве катализатора при 80 °С 
не дало полностью замещенного продукта. При СЗ = 1,8 эфир был растворим в 
резорцине и феноле [31]. Диацетилхитин, растворимый в 85%-ной муравьиной 
кислоте был получен действием на хитин уксусного ангидрида в растворе ме-
тансульфоновой кислоты [32]. В дальнейшем для получения диацетата хитина в 
качестве среды реакции использовали трихлоруксусную [33] или толуолсуль-
фокислоту [34], уксусный ангидрид как ацетилирующий агент и хлорную кисло
ту как катализатор. Продукт растворялся в муравьиной или трифторуксусной 
кислоте, из растворов были получены прозрачные пленки или мембраны. 

Так как результаты ацетилирования не привели к созданию удобного тех
нологического процесса для переработки хитина в волокно или пленки из-за аг
рессивности и летучести растворителей диацетатов, то поиски производных, 
растворимых в обычных растворителях, были предприняты среди других ацила-
тов хитина. Ацилирование хитина ангидридами карбоновых кислот (С2-5) было 
изучено в системах, содержащих трифторуксусную кислоту и хлорированные 
углеводороды при 5-25 °С [35]. Реакция протекала в гомогенных условиях и да
вала монозамещенные продукты. Более длинные ацильные остатки (С6-12) бы
ли введены в хитин в работе [36], при степени ацилирования 1,7-1,8 производ
ные растворялись в бензоле, m-крезоле, тетрагидрофуране, метиленхлориде, 
дихлоруксусной кислоте. Миристилат хитина был получен при растворении хи
тина в смеси 1,3-диметил-2-имидазалон/LiСl действием хлорангидрида миристи-
новой кислоты при кипячении в присутствии хлороформа [37]. 

Из ацильных производных хитина наиболее перспективным для получения 
хитинового волокна оказался дибутирилхитин. Синтез этого производного был 
разработан в 1996 г. Счосланд [38]. Хитин растворяли в N-метилпирролидоне с 
5% хлорида лития при 25 °С, реакцию с масляным ангидридом вели в течение 
2 ч в присутствии хлорной кислоты при 20-25 °С. Продукт хорошо растворялся 
в ацетоне и ДМФА. Из растворов методом сухого формования были получены 
волокна дибутирилхитина, которые при щелочном омылении переходили в хи-



тиновые волокна с сохранением удовлетворительных механических свойств 
[39]. Из растворов дибутирилхитина были получены также микрокапсулы, ко
торые использованы как носители для биоактивных лекарств [40]. 

Растворимость ацильных производных хитина может быть повышена так
же путем введения двух ацильных заместителей разной длины - ацетила и бути-
рила или валерила. Реакцию с ангидридами соответствующих кислот ведут в 
метансульфокислоте с катализатором. Общая СЗ составляет 1,5-1,9 [41]. 

Для ацильных производных хитина с длиной заместителя от С2 до С6 со 
СЗ = 1,5-2 было обнаружено образование жидкокристаллической фазы в рас
творах при концентрациях выше критической, которая составляет 0,25 для аце-
тилхитина и 0,37 для гексаноилхитина [42]. 

Водорастворимые производные хитина были приготовлены по реакции рас
крытия кольца циклических ангидридов кислот в растворе ДМАА/LiCl. Были 
использованы ангидриды янтарной, малеиновой, глутаровой, тетрагидрофтале-
вой, тримеллитовой и других кислот. Почти все продукты был монозамещен-
ными и в Na-форме хорошо растворялись в воде [43]. 

Ароматические сложные эфиры хитина были получены по реакции с хлор-
ангидридами бензойной, n-метилбензойной, n-трет-бутилбензойной кислот в 
присутствии метансульфокислоты при низкой температуре. Производные име
ли СЗ = 0,5-2 в зависимости от концентрации хлорангидрида. Эфиры имели схо
жие ИК-спектры и растворялись в общих органических растворителях [44]. 

Арилаты хитина были получены также с использованием высоконабухше-
го состояния хитина, достигаемого в концентрированной щелочи при охлажде
нии. Обработка хитина фталевым, тримеллитовым и пиромеллитовым ангид
ридами осуществлялась в апротонных растворителях. Нагревание приводило к 
имидизации производных и способствовало удалению ангидридов, прореагиро
вавших по гидроксильным группам. В конечном итоге были получены селек
тивно N-замещенные производные, растворимые в органических растворите
лях и водно-щелочных растворах [45]. 

Простые эфиры хитина. Синтез алкильных производных хитина проводят 
двумя способами: 

1. По механизму замещения с помощью различных алкилирующих агентов: 
диметилсульфата, галоидных алкилов, галоидзамещенных кислот и пр. Реакцию 
ведут в присутствии щелочных агентов, являющихся акцепторами протонов. 

2. По механизму присоединения, используя реакции раскрытия циклов (оки
си алкиленов, алкилсультоны) или по реакции Михаэля, используя непредельные 
соединения (акрилонитрил). В этом случае также необходима щелочная среда в 
качестве катализатора раскрытия кольца или для активации двойной связи. 

Первые опыты по метилированию хитина были проведены Шорыгиным и 
Землянской в 1935 г. Многократное воздействие диметилсульфата на алкалихи-
тин привело к получению монометилхитина, растворимого в муравьиной и час
тично в уксусной кислоте [46]. 

Этилхитин со СЗ = 1,57 был получен в жестких условиях реакцией хлори
стого этила с алкалихитином. Из растворов продукта в диметилэтилкетоне бы
ли отлиты пленки с удовлетворительными механическими свойствами [47]. 

Гидроксиэтиловые эфиры хитина получены действием окиси этилена на ал-
калихитин. Реакцию проводили как в гетерогенных [47], так и в гомогенных ус
ловиях [48]. Синтез водорастворимых производных требовал большого избыт
ка окиси этилена. Гидроксиэтилхитин со СЗ = 0,3-0,8 был синтезирован обра
боткой хитина этиленхлоргидрином и был испытан для определения активно
сти лизоцима [49]. 



Дигидроксипропиловый эфир хитина получен взаимодействием с a-моно-
хлоргидрином глицерина в присутствии Na-додецилсульфата, что позволило по
низить концентрацию щелочи и получить водорастворимый продукт с замеще
нием по гидроксилам при С-2 и С-6 [50]. 

Глицериновые эфиры хитина были синтезированы двумя способами: дейст
вием монохлоргидрина глицерина и действием глицидола в щелочной среде 
[51]. В первом случае СЗ составляла 1,5, но продукт был нерастворим из-за ча
стичной сшивки, во втором СЗ = 1,24 и продукт растворялся в органических ки
слотах и воде. В обоих случаях имело место значительное дезацетилирование. 

Большое число работ посвящено синтезу и изучению карбоксиметилхити-
на (КМХ). В качестве этерифицирующего агента все исследователи использу
ют монохлоруксусную кислоту (МХУ) или ее натриевую соль, реакцию ведут 
в присутствии щелочи. Различие методов состоит в способе подготовки хити
на к реакции и в использовании разбавителя. В щелочном растворе хитина 
карбоксиметилирование сопровождается сильным гидролизом ацетамидной 
группы, замещение протекает в основном по первичному гидроксилу [52]. В 
гетерогенных условиях при действии МХУ на алкалихитин при 20-60 °С в те
чение 20 ч был получен монозамещенный продукт, растворимый в воде [53]. 
Для предварительной активации хитина использовали набухание в диметил-
сульфоксиде [54], при этом продукт полностью растворялся в воде. Активация 
хитина водно-изопропанольным раствором едкого натра позволила сократить 
продолжительность реакции до 3 ч с получением монозамещенного КМХ с не
значительным дезацетилированием [55]. Небольшие добавки додецилсульфа-
та в реакционную смесь дали водорастворимый КМХ при СЗ = 0,6 [50]. Воз
можность осуществления карбоксиметилирования хитина в условиях пласти
ческого течения при одновременном воздействии сдвиговых и температурных 
воздействий впервые была показана в работе [56]. Этот гетерофазный про
цесс протекает при меньшем расходе реагентов (едкого натра, растворителей 
и воды) в течение нескольких минут. Продукт неоднороден по СЗ и значи
тельно деструктирован. 

Изучение химического состава КМХ методом ЯМР и по скорости гидроли
за лизоцимом показало, что при СЗ = 0,65-1,5 заместители располагаются пре
имущественно у С-6. Положение заместителя у С-3 сильнее замедляет скорость 
гидролиза лизоцимом, чем замещение у С-6 [57]. 

КМХ как водорастворимое производное хитина с карбоксильной группой 
обладает комплексообразующей и сорбционной способностью. КМХ в качест
ве сорбента металлов был исследован в работах [58, 59]. Было установлено, что 
КМХ хорошо сорбирует ионы Са2+ и Fe2+, превращаясь при этом в гель [59]. 
Большой интерес КМХ представляет для медицины, парфюмерии и косметики. 
Так как это производное хитина разлагается в организме животных [60], оно 
было предложено в качестве носителя лекарств для пролонгирования их дейст
вия [61]. КМХ в виде зерен, пленок и губок удобен для иммобилизации протео-
литических и других ферментов [62, 63]. Конъюгаты КМХ с митомицином С 
обладают противоопухолевой активностью [64], а с RGDS-пептидом ингибиру-
ют рост опухолевых метастаз [65]. Сульфатированный КМХ также ингибирует 
рост метастаз [66]. Это же смешанное производное обладает и антикоагуляци-
онной активностью [67]. Композит КМХ с гидроксиапатитом используют для 
приготовления зубных протезов [68]. КМХ, гидрофобизированный альдегидом 
лауриловой кислоты, используется в косметике [69]. 

Спирторастворимые производные хитина получают путем дополнительно
го алкилирования КМХ бромистым этилом [70] или бромистым алилом [71]. 



Этилкарбоксиметилхитозан предложен как антизапотеватель для автомобиль
ных стекол [70]. 

Цианэтилирование хитина осуществляли реакцией присоединения акрило-
нитрила в щелочной среде. Максимальная степень замещения достигается при 
семикратном избытке акрилонитрила. Исследование строения цианэтилхитина 
методом 13С-ЯМР показали расположение заместителя у С-6. Увеличение СЗ 
эфира приводит к увеличению растворимости в муравьиной кислоте, из раство
ров были получены волокна и пленки [72]. Сорбционные и диэлектрические 
свойства цианэтилированных хитина и хитозана были изучены в работе [73]. 
Было показано, что цианэтилированные продукты имеют высокую диэлектри
ческую постоянную и хорошо сорбируют ионы меди при рН 6. 

Методика синтеза аминированных производных хитина была разработана 
Kurita [74]. Хитин в водном растворе едкого натра или в дисперсии едкого натра 
в органических растворителях обрабатывали диэтиламиноэтилхлоридом. В 
обоих случаях получены эфиры с СЗ > 1, но растворимы в воде, бензоле, спир
тах, ДМАА и ДМСО только продукты, синтезированные в водной среде. Про
дукты, полученные в органических растворителях, растворимы в дихлоруксус-
ной кислоте. Это свидетельствует о различном распределении заместителей 
вдоль полимерной цепи. Диэтиламиноэтилхитины с высокими СЗ использова
ны как адсорбенты и разделяющие материалы. 

Дополнительная аминогруппа может быть введена в хитин восстановлени
ем азидопроизводного, которое получают хлорированием хитина N-хлорсукцин-
амидом или хлористым тионилом в растворе хитина в ДМАА/LiCl с последую
щей реакцией с азидом натрия и восстановлением боргидридом натрия. Содер
жание аминогрупп в продукте составляет 0,5 [75]. 

Катионные производные хитина получены также реакцией хитина с глици-
дилметиламмонийхлоридом или с N-триалкилпропиленоксидом в присутствии 
щелочи в спиртовой или водной среде при 40-60 °С в течение 8 ч. Продукт во
дорастворим при СЗ = 0,48 [76]. 

Пропиловые эфиры хитина, содержащие одну или две гидроксигруппы в за
местителе, синтезированы реакцией хитина с 1-хлорпропаном, пропиленокси-
дом и 3-хлор-1,2-пропандиолом. Изучение структуры производных методами 
Фурье ИК-спектроскопии и 13С-ЯМР показали замещение у С-6 [77]. 

Элементсодержащие производные хитина. Кремнийсодержащие произ
водные хитина получены при воздействии триметилсилилхлорида на хитин в 
органических растворителях. Производные имеют замещение у С-6. Из раство
ров получены пленки, которые разлагаются лизоцимом [78]. В присутствии ге-
ксаметиленсилазана в пиридине получены полностью замещенные триметилси-
лильные производные хитина [79]. Трифенилсилилхитин, растворимый в орга
нических растворителях, получен реакцией с трифенилсилилхлоридом в диок-
сане, тетрагидрофуране, хлороформе или толуоле. Производное имеет СЗ = 1,5 
с преимущественным замещением у С-6. Продукт устойчив к водному гидроли
зу, размягчается при 225-240 °С [80]. 

Бромсодержащие производные хитина получены в гомогенных условиях в 
растворе в LiBr-DMAA реакцией с N-бромсукцинамидом при 50-90 °С. Почти 
монозамещенный продукт имеет замещение у С-6 [81]. Бромирование может 
быть произведено с помощью трибромимидазола и трифенилфосфина в том же 
растворителе [82]. 

Региоспецифическое окисление хитина проводят гипохлоритом натрия в 
присутствии стабильного нитроксильного радикала и NaBr в водной среде при 
комнатной температуре в течение трех минут [83]. 6-оксихитин использован для 



приготовления микросфер с хитозаном для доставки лекарств. Проведены 
предклинические испытания 6-оксихитина в процессе регенерации костных тка
ней и для покрытий титановых протезов. 

Синтез производных хитина в гомогеных условиях. Гомогенные реакции 
позволяют получать частично замещенные производные, которые выгодно от
личаются от соответствующих гетерогенно синтезированных продуктов равно
мерностью распределения заместителей между макромолекулами и их звенья
ми. Это обусловлено одинаковой доступностью и равной вероятностью взаимо
действия всех структурных элементов полимера с низкомолекулярными реаген
тами в растворе, где макромолекулы или их ассоциаты отделены друг от друга 
молекулами растворителя и где нивелируется влияние надмолекулярной орга
низации полисахарида [84]. Реакции в растворах проходят с высокой скоростью 
в мягких условиях и дают высокий выход продукта. 

Для хитина единственным растворителем, в котором практически отсутст
вует деструкция полимерной цепи, является ДМАА с хлоридом лития. Как пра
вило, содержание LiCl в системе составляет 5%. Первое сообщение о гомоген
ном синтезе карбаматов и сложных эфиров хитина в этом растворителе появи
лось в 1980 г. [85]. Реакции с изоцианатами и хлорангидридами кислот дали со
ответствующие производные со СЗ = 0,12-0,98 и характеристической вязко
стью 0,20-0,58 дл/г. 

В гомогенных условиях были получены ацетил-, бензоил-, 4-хлорбутирил-
хитины со СЗ = 1-2 по реакции с ангидридами или хлорангидридами соответст
вующих кислот; карбанилаты по реакции с фенилизоцианатом в присутствии 
пиридина со СЗ = 1,7-1,9 и сульфонаты по реакции с комплексом SO3-пиридин, 
растворимые в ДМСО, ДМФА и воде. [86]. Реакции с 1,6-гексадиизоцианатом, 
тозилхлоридом, N-фенилтиомочевиной, бутил- и бензилксантогенатами, бензо-
илхлоридом и ацетилхлоридом были проведены в мягких условиях в [87]. Все 
производные отличались хорошей растворимостью. 

ПРОИЗВОДНЫЕ ХИТОЗАНА 

О-производные хитозана. Принципы синтеза производных хитозана основа
ны на тех же реакциях, что и получение производных хитина. Однако реакци
онная способность хитозана и хитина в аналогичных реакциях различны из-за 
дополнительной функциональной группы в хитозане. Первичная аминогруппа 
придает хитозану не только существенно отличные от хитина свойства, но и 
обогащает химию этого полисахарида возможностью синтеза селективно заме
щенных производных. На хитозане могут быть получены как неизбирательно 
замещенные О, N-производные, так и направленно замещенные О- или N-npo-
изводные. Свойства этих продуктов существенно различаются. Для получения 
О-производных необходима либо защита аминогрупп во время реакции, либо 
подбор реагентов и условий реакции, либо проведение реакции на хитине с по
следующим дезацетилированием амидной группы. N-замещение часто не требу
ет защиты гидроксильных групп и достигается при помощи реакций, характер
ных для первичных аминов. 

Сложные эфиры хитозана. Синтез сульфопроизводных хитозана, впер
вые осуществленный в 1956 [88], до сих пор остается в центре внимания иссле
дователей благодаря выявленным антикоагуляционным свойствам этого про
изводного. 



Сульфатирование хитозана смесью серного и сернистого ангидридов при 
температуре кипения смеси дало эфир с 14,4% S, обладающий антикоагуляци-
онной активностью in vivo и in vitro [88]. В дальнейшем для сульфирования при
меняли хлорсульфоновую кислоту в среде пиридина [89], комплекс серный ан
гидрид-пиридин [90], серную кислоту, в которой процесс сульфирования сопро
вождался деполимеризацией [91]. 

Снижение скорости деструктивных процессов при сульфировании хитозана 
серной кислотой было достигнуто проведением процесса в среде изопропилово-
го спирта [92]. Однако при этом получены продукты со СЗ - 0,7-0,9, преимуще
ственно О-замещенные, имеющие низкую антикоагуляционную активность. 

Были разработаны методы избирательного сульфирования хитозана путем 
использования различных реагентов и сред. При обработке хитозана комплек
сом серный ангидрид-пиридин в щелочной среде был получен N-сульфохитозан 
с полностью замещенными аминогруппами [93]. Последующая обработка про
дукта смесью сернистого и серного ангидрида при охлаждении привела к заме
щению 75% гидроксильных групп. Авторы наблюдали отсутствие антикоагуля-
ционного эффекта у N-замещенного производного и высокую активность у 
N.O-производного хитозана. 

Комплексы серный ангидрид-ДМФА и хлорсульфоновая кислота-ДМФА 
дают О-замещенные продукты. При СЗ = 1,5 антикоагуляционная активность 
их превышает активность сульфохитозана, полученного обработкой комплек
сом хлорсульфоновая кислота-пиридин, в котором присутствует частичное 
N-замещение [91]. Фракционный состав сульфатированного хитозана в зависи
мости от способа его получения был изучен в [94], было установлено, что при 
использовании полимера с ММ = 30000 активность продукта составляет 90% от 
активности гепарина. 

Методом ультрафильтрации было показано, что в процессе сульфирования 
хитозана смесью хлорсульфоновая кислота-ДМФА молекулярная масса снижа
ется в 12 раз [95]. 

В качестве сульфирующего агента был использован также комплекс пиро-
сульфат натрия-ДМСО в среде ДМСО [96]. Пиросульфит натрия был исполь
зован для сульфатирования хитозана в патенте [97]. 

Способ сульфирования полисахаридов, в том числе и хитозана, переэтери-
фикацией солями серной или сернистой кислот был предложен в [98]. Реакцию 
вели в растворе полисахарида в смеси ДМФА-N2O4. 

Установление зависимости антикоагуляционной активности сульфирован
ных хитозанов от присутствия О- или N-замещения вызвало исследования по 
уточнению замещения гидроксилов (первичных у С-6 или вторичных у С-2). 

Связь строения сульфатов хитозана со способом их получения была иссле-
дована'в работе [99] методом 13С-ЯМР. Было установлено, что при гомогенных 
условиях синтеза продукт представляет собой смесь 6-О-сульфатов и 3,6-О-ди-
сульфатов хитозана, при гетерогенных условиях продукт более однороден и от
вечает формуле 3,6-О-дисульфата. 

Селективно замещенный по С-6 сульфохитозан получен сульфированием 
комплексом пиридин-SО3 при защите аминогрупп и гидроксилов при С-3 иона
ми меди [100]. 

В самом начале изучения антикоагуляционной активности сульфопроиз-
водных хитозана было замечено усиление активности в присутствии карбок
сильных групп у азота аминогруппы. Первым из смешанных производных был 
синтезирован N-формилсульфохитозан [101]. Позже сульфатированию стали 
подвергать N-карбоксиметилхитозан [102]. В работе Hirano [103] было изуче-



но восемь сульфопроизводных хитозана различного строения и было устано
влено, что введение карбоксильной группы в положение С-6 в N-сульфатиро-
ванный хитозан дает продукт с 23% от активности гепарина, дополнительное 
О-сульфатирование повышает активность до 45%. О-сульфатированный 
N-карбоксиметилхитозан также обладает 45% активности гепарина. Парал
лельное исследование токсичности препаратов хитозана показало, что О, 
N-сульфатированный хитозан имеет низкую токсичность, сравнимую с ток
сичностью гепарина. 

Было замечено также, что для повышения активности необходимо присут
ствие N-ацетильных групп. Нетоксичный гепариноид с активностью равной 
90% активности гепарина имел строение б-О-карбоксиметил-N-сульфо-N-аце-
тил хитина [104]. 

Самая высокая антикоагуляционная активность была достигнута при сов
местном присутствии сульфогрупп при N- и О-положениях, карбоксиметильных 
групп при 0-6 и N-ацетильных групп (степень дезацетилирования хитина 70%). 
Было также обнаружено ингибирующее действие этого производного на клет
ки меланомы [105]. 

Параллельно с созданием аналога гепарина совершенствовалась техноло
гия синтеза, выделения и очистки сульфата хитозана. Перевод сульфатирован-
ного продукта в Ва или Са соль, описанный в [106], существенно упрощает про
цесс. Очищенный продукт по антикоагуляционной активности не отличался от 
Na соли сульфохитозана. 

Для создания искусственных кровеносных сосудов с антитромбогенным эф
фектом проводилось сульфирование пленок хитозана комплексом SO3-пири-
дин. Изучение их in vitro показало возрастание времени свертывания крови на 
поверхности пленки с увеличением степени ее сульфирования. Пленки сохраня
ли механическую прочность [107]. 

Фосфорсодержащие производные хитозана. Введение фосфора в полисаха
риды производят с целью приданиям им огнестойкости. Для этого используют 
различные фосфорсодержащие реагенты. При реакции хитозана с гексахлор-
фофазеном, октахлорфосфазеном или с линейными олигомерными хлорфос-
фазенами в среде тетрахлорэтана при 120-140 °С в течение 10 ч вводится 
5-8% Р. Данные ИКС показали, что реакция проходит по аминогруппам хито
зана. Модифицированный хитозан самозатухает при поднесении пламени при 
содержании Р > 2,5%, не загорается при содержания Р > 7%. Производное труд
но растворимо в муравьиной кислоте, набухает в уксусной кислоте, что под
тверждает замещение по аминогруппам [108]. 

Водорастворимые фосфорсодержащие производные хитозана получены 
конденсацией хитозана с формальдегидом и фосфористой кислотой [109]. Ав
торы исследовали кинетику реакции и влияние условий реакции на молекуляр
ную массу продукта, а также его способность к комплексообразованию. 

Для придания огнестойкости хитозан обрабатывали фосфонитрилхлоридом 
в органическом растворителе (тетрахлорэтане или толуоле) в присутствии пи
ридина при температуре кипения смеси в течение 2 ч. Содержание фосфора в 
продукте составляло 0,54% [НО]. 

Для фосфорилирования хитозана было предварительно получены его орга-
норастворимое производное - бензилхитозан, которое обрабатывали диэтил-
амидом 1,3-бутиленфосфористой кислоты. Фосфорсодержащая группировка 
присоединялась по аминогруппе. Для направленного фосфорилирования хито
зана по вторичным гидроксилам синтезировали О-тритил-N-салицилиденхито-
зан, в котором первичные гидроксильные группы были защищены тритильны-



ми, а аминогруппы - салицилиденовыми группировками. Глубина фосфорили-
рования достигала 0,9 [111]. 

Реакция конденсации аминогруппы хитозана с гидроксиметилфосфином 
(реакция Минниха) дает новый тип хиральных иммобилизованных фосфинов. 
Реакция протекает легко при комнатной температуре в суспензии хитозана в 
метаноле при избытке дифенилгидроксиметилфосфина. Продукт содержит 
5,1% Р [112]. 

Фосфоновые группы введены в хитозан с помощью конденсации по амино
группе с хлорметиленфосфином. Получены N-монофосфин- и N,N-дифосфин-
хитозан в соотношении 64/36. Производное хорошо растворяется в воде в ши
рокой области рН и обладает хелатирующей способностью по отношению к 
ионам Са2+ [113]. 

Нитраты хитозана. Нитрацию хитозана проводили в суспензии в ледяной 
уксусной кислоте абсолютной азотной кислотой в присутствии перхлорной кисло
ты. Продукт представлял собой нитрохитозан в виде азотнокислой соли со 
СЗ = 1,7. При переводе в соль перхлорной кислоты продукт разлагался со взры
вом уже при комнатной температуре, что авторы объяснили присутствием в поли
мере карбонильных групп, возникающих при щелочной обработке хитина [114]. 

Ацилъные производные хитозана. Неизбирательное ацилирование хитоза
на проводят с помощью ангидридов кислот в растворе хитозана в мягких усло
виях. Так были получены производные кислот с длиной цепи С2-6. Для высших 
кислот С10-18 требуется кратковременный нагрев на водяной бане и присутствие 
пиридина [115]. Производные интересны своим влиянием на избирательную аг
регацию некоторых опухолевых клеток. При омылении О-ацильных групп 
спиртовым раствором щелочи в течение 16 ч при 20 °С получены соответству
ющие N-производные хитозана. 

Полностью N,O-ацилированные хитозаны были получены при действии 
хлорангидридов кислот в пиридине. Было приготовлено 28 различных произ
водных с общей степенью ацилирования около 2,0 [116]. 

Изучение скорости О-ацилирования N-ацилированных хитозанов показало 
ее зависимость от длины N-ацильных групп: чем больше длина первого замес
тителя, тем выше скорость О-ацилирования [117]. Для облегчения полного аце-
тилирования хитозана было предложено проводить сначала ацетилирование 
гидроксилов, а затем аминогрупп. Этим снимаются стерические затруднения, и 
конечный продукт имеет структуру ди-О-ацетил-N-ацетилхитозана (т.е. диаце-
тата хитина). Продукты образуют высоковязкие растворы в органических рас
творителях [118]. 

Полностью ацилированный хитозан, растворимый в хлороформе, был по
лучен обработкой хитозана хлорангидридами высших карбоновых кислот: до-
деканоиловой, гексаноиловой и тетрадеканоиловой. При испарении раствори
теля из растворов, нанесенных на подложки, образуются тонкие резиноподоб-
ные пленки [119]. Изучение влияния степени дезацетилирования хитозана на 
глубину ацилирования в этой реакции показало, что полное О- и N-ацилирова-
ние может быть достигнуто только при низком содержании N-ацетильных 
групп в хитозане и предварительном набухании его в сухом пиридине [120]. 

Региоселективные N- и О-пальмитоилхитозаны обладают амфифильными 
свойствами. Степень замещения производных зависит от температуры реакции 
с хлорангидридом пальмитиновой кислоты [121]. 

Исследование химической структуры гексаноил-, деканоил-, лауроил-хито-
занов, полученных реакцией с хлорангидридами соответствующих кислот в пи
ридине, методами ИКС, 1Н-ЯМР, 13С-ЯМР и ГПХ показало СЗ = 4, т.е. полное 



Замещение гидроксильных групп и двух водородов у аминогруппы. Производ
ные хорошо растворялись в хлороформе, бензоле, пиридине и тетрагидрофура-
не и давали прозрачные пленки из этих растворов. Динамический механический 
анализ обнаружил наличие двух температурных переходов, соответствующих 
температуре стеклования заместителей и плавлению структур, которые они об
разуют в пленке. По данным рентгеноструктурного анализа в пленках возника
ет слоистая структура, причем объем слоя увеличивается с длиной цепи замес
тителя. Это может представить интерес для получения сверхтонких пленок 
Ленгмюра-Блоджет для микроэлектроники [122]. 

О-ацетилирование хитозана было проведено в 5%-ном растворе хитозана в 
муравьиной кислоте действием уксусного ангидрида в присутствии хлорной ки
слоты. Процесс протекает в гомогенных условиях. Из конечного раствора мок
рым способом сформованы волокна и пленки. Регенерацию хитозана проводи
ли щелочной обработкой волокна. ЯМР и ИКС показали избирательное О-за-
мещение [123]. 

Водорастворимый О-бутирилхитозан был получен действием масляного ан
гидрида в метансульфокислоте при О °С в течение 2 ч. Образовавшийся гель вы
держивали 18 ч при -15 °С. ИК-спектры показали только О-замещение при 
С3 = 1,7 [124]. 

Неизбирательно замещенный стеароилхитозан получен реакцией хитозана " 
с ангидридом стеариновой кислоты [125]. Из растворов производного в муравь
иной кислоте получены пленки толщиной 18-22 мкм, которые были испытаны 
в качестве мембран. 

Для получения О-стеароилхитозана аминогруппу защищают арилиденовы-
ми группировками, предварительно получая основания Шиффа, которые под
вергают реакции с хлорангидридом стеариновой кислоты. Защитную группу за
тем снимают обработкой соляной кислотой. Производное содержит 0,82-1,91 
стеарильную группу в расчете на мономерное звено [126]. 

Водорастворимые неселективно замещенные ацилированные производные 
хитозана образуются при реакции с лактонами кислот. Реакцию с 8-глюконол-
актоном ведут в ДМСО или этиленгликоле в присутствии триэтиламина. В зави
симости от способа добавления триэтиламина (сразу или дробно) получают 
О, N- или только N-производное. Реакция хитозана с b-пропиолактоном идет в 
воде в мягких условиях, давая О, N-водорастворимые соединения [12]. Kurita 
[128] при подобной реакции хитозана с b-бутиролактоном в среде ДМСО при 
нагревании получил селективно замещенный N-3-гидроксибутаноилхитозан. 

Все приведенные выше ацилированные производные хитозана были полу
чены в дисперсии хитозана в реакционной среде или в гомогенных условиях, что 
вызывает трудности как в процессе выделения и очистки, так и при регенера
ции растворителя. В связи с этим сравнительно недавно разработанный метод 
твердофазной модификации хитозана карбоновыми кислотами представляется 
экологически более приемлемым [129]. Реакцию с твердыми кислотами (стеа
риновой, щавелевой, малоновой и янтарной) проводили в двушнековом экстру-
дере при 25-100 °С. Продолжительность процесса составляла 3-5 мин. Исследо
вание структуры полученных производных показало, что присоединение одно
основных кислот происходит как с образованием ковалентной амидной связи 
между кислотой и аминогруппой хитозана, так и с образованием ионной связи. 
Присоединение дикарбоновых кислот также проходит по смешанному механиз
му с частичным образованием мостичных связей между макромолекулами хи
тозана. Производные лишь частично растворяются в уксусной кислоте как за 
счет изменения гидрофильно-гидрофобного баланса макромолекул хитозана, 



так и за счет межмолекулярных сшивок. В аналогичных условиях была прове
дена реакция хитозана с ангидридами фталиевой, янтарной и малеиновой кис
лот. Реакционная способность ангидридов в указанных условиях убывает в ря
ду малеиновый > янтарный > фталевый. Во всех случаях идет образование как 
амидной, так и солевой связей. Полученные соединения предложено использо
вать в качестве носителей ферментов и других биоактивных веществ, а раство
римую часть гидрофобизованного стеариновой кислотой хитозана - в качестве 
эмульгатора и стабилизатора пен и эмульсий [130]. 

Простые эфиры хитозана. Синтез простых эфиров хитозана, осуществляе
мый по реакции нуклеофильного замещения, проводится в щелочной среде с по
мощью алкилирующих реагентов различного типа. При отсутствии защиты ами-
но- или гидроксильных групп, как правило, получают производные смешанного 
замещения. Так, при метилировании хитозана с помощью диметилсульфата была 
отмечена возможность образования как О-, так и О, N-метилхитозана с общей 
СЗ = 0,55 [131]. При сульфоэтилировании хитозана через р-хлорэтансульфонат 
натрия в среде разбавителя в присутствии щелочи также был получен водораство
римый О, N-замещенный продукт с общей СЗ = 0,35 [132]. При синтезе бензилхи-
тозана через хлористый бензил место присоединения заместителя не определя
лось [133]. Особое внимание распределению заместителей по функциональным 
группам стало уделяться при синтезе производных специального назначения: ана
логов гепарина и других природных соединений медицинского назначения. 

Карбоксиалкилхитозаны. При синтезе карбоксиметилхитозана (КМХАН) 
обработкой щелочного хитозана монохлоруксусной кислотой отмечалось при
соединение заместителей по С-6 [134]. Подробно свойства растворов КМХАН 
были рассмотрены в работе [135]. Позднее синтез КМХАН проводили в раз
личных разбавителях с варьированием температурно-временного режима и со
отношения реагентов [136, 137]. 

При исследовании строения и фракционного состава неизбирательно заме
щенного КМХАН было установлено, что синтезированные образцы являются 
преимущественно О-замещенными: при суммарной СЗ = 0,6-1,1; замещение по 
аминогруппам составляет 0,15-0,40 соответственно [138]. Кислотно-основные 
характеристики функциональных групп неизбирательно замещенного КМХАН 
в результате их взаимного влияния выше, чем в полиэлектролитах, имеющих 
только один тип ионогенных групп. В интервале рН 2-8 в растворах КМХАН 
происходит переход растворение-осаждение-растворение вследствие измене
ния степени ионизации карбоксильных и аминогрупп и образования внутренней 
соли в изоэлектрической области [139]. При сушке КМХАН, выделенного в ви
де внутренней соли, происходит уменьшение его растворимости вследствие об
разования мостичных связей амидного типа. Количество сшивок возрастает с 
увеличением температуры и времени сушки, а также с увеличением молекуляр
ной массы и СЗ КМХАН [140]. Изучение вязкости разбавленных растворов 
КМХАН в зависимости от рН и ионной силы позволило выяснить влияние сте
пени замещения на жесткость макромолекулы, было показано, что с увеличе
нием СЗ гибкость макроцепи КМХАН увеличивается [141]. 

Простой метод синтеза КМХАН был предложен Rinaudo [142]. Хитин набу
хал в 30%-ном водном едком натре в течение 0,5-1 ч, затем добавляли 1,5-3 мо
ля монохлорацетата натрия и столько же щелочи и выдерживали при комнат
ной температуре в течение 2 ч. В конце реакции хитин был почти полностью 
дезацетилирован и карбоксиметилирован СЗ = 1. 13С-ЯМР изучение показало, 
что СЗ по С-6 составляет 0,65, по С-2 - 0,42 и по N - 0,10, т.е. при указанном ме
тоде синтеза получен почти селективно О-замещенный КМХАН. 



Применение неселективно замещенного КМХАН обусловлено его высоки
ми хелатирующими, влагоудерживающим свойствами [143]. N, О-КМХАН яв
ляется также потенциальным презервантом для пищевых продуктов [144]. 

Карбоксиэтилхитозан получен реакцией хитозана с 2-хлорпропионовой ки
слотой, СЗ может быть увеличено повторной обработкой [145]. В этой же ра
боте приведен метод синтеза селективно N-замещенного карбоксиэтилхитоза-
на путем реакции с 2-оксипропионовой кислотой с последующим восстановле
нием боргидридом натрия. 

Сульфоалкилхитозаны. Более сильные кислотные сульфогруппы, присое
диненные простой эфирной связью, содержатся в сульфоэтилхитозане [132] и 
сульфопропилхитозане [146]. Сульфопропилхитозан был получен реакцией ще
лочного хитозана в среде органического растворителя с 1,3-пропансультоном. 
При 45 °С за 48 ч образуется сульфопропилхитозан с СЗ = 0,98, хорошо раство
римый в воде. Эти производные - полиамфолиты с высокой хелатирующей спо
собностью, обладающие биологической активностью [147]. 

Селективно О-замещенные карбоксиметил- и сульфоэтилхитозаны бы
ли получены с использованием оснований Шиффа для протекции амино
групп в работе [148]. 

Гидроксиалкилхитозаны. Гидроксиэтилхитозан был получен реакцией с 
этиленоксидом в присутствии щелочи [149] или реакцией с 2-хлорэтанолом в 
различных разбавителях также в щелочной среде [150]. Производные хорошо 
растворимы в воде, их вязкость и потенциометрическое поведение изучены в 
работах [151, 152]. 

Гидроксипропилхитозан получен реакцией пропиленоксида в присутствии 
щелочного или кислого катализатора. При СЗ > 0,5 продукт растворим в воде. 
Вид катализатора мало влияет на выход продукта, но определяет место и сте
пень замещения: при переходе от щелочных условий к нейтральным или кис
лым наблюдается снижение доли О-алкилирования и увеличение доли N-алки-
лирования. При повышении температуры специфичность замещения снижает
ся [153]. Растворы гидроксипропилхитозана образуют жидкокристаллические 
структуры, что было изучено методами поляризованной оптической микроско
пии, малоугловым светорассеянием [154, 155]. Производное получило широкое 
применение для влагоадсорбентов [156], в том числе температурно зависимых 
[157], в качестве связующих в медицине [158], в косметике [159]. 

Другие простые эфиры хитозана. Диэтиламиноэтильные группы, усилива
ющиеся основные свойства хитозана, были введены с использованием основа
ний Шиффа. После реакции бензилиденхитозана с диэтиламиноэтилхлоридом 
защитные группы удалялись этанольным раствором соляной кислоты. Замеще
ние происходило по С-6 [160]. 

Реакция цианэтилирования хитозана, протекающая по механизму присоеди
нения акрилонитрила, была подробно изучена в [161]. Направленность присое
динения заместителей зависела от температуры реакции: при 20 °С присоедине
ние проходило исключительно по гидроксильным группам, при повышенных 
температурах в реакцию вступало до 30% аминогрупп и происходил частичный 
гидролиз цианэтильных групп до карбоксиэтильных. Цианэтилхитозан обладал 
высокой диэлектрической проницаемостью, что позволило его применить для 
электроизоляционных бумаг [162]. Хорошие адсорбционные свойства циан-
этилхитозана по отношению к ионам Си2+ показаны в [163]. 

Непредельный эфир целлюлозы - аллилхитозан синтезирован по реакции 
нуклеофильного замещения с бромистым аллилом [164]. Исследованы кинети
ческие закономерности реакции, показано, что она протекает по первому по-



рядку. Рассчитано Е*а =34,18 кДж/моль и выявлено влияние надмолекулярной 
организации на кинетику процесса: аморфизация надмолекулярной структуры 
хитозана переосаждением увеличивает начальную скорость реакции, но снижа
ет максимальную СЗ. Мезоморфная организация структуры исходного хитоза
на способствует более равномерному течению реакции до высоких СЗ. До 
СЗ = 0,5 аллилхитозан полностью растворим в 2%-ной уксусной кислоте. Мето
дом 13С-ЯМР спектроскопии было определено, что замещение в первую оче
редь проходит по С-3, затем по С-6 и лишь при СЗ > 2 присоединение идет по 
аминогруппе. Радиационно-химические превращения аллилхитозана проходят с 
участием аллильных групп, что повышает его устойчивость к радиационной де
струкции по сравнению с хитозаном. Цепь превращений приводит к образова
нию сшитых структур и появлению карбоксильных групп, которые повышают 
сорбционную емкость производных к ионам меди и урана [165]. 

Бензилхитозан синтезирован при суспендировании хитозана в жидком ам
миаке при -33°С и добавлении охлажденного бромистого бензила. В этих усло
виях отсутствовала деструкция хитозана, при СЗ < 0,81 производное растворя
лось в разбавленной уксусной кислоте [166]. Степень замещения бензилхитоза-
на определяли методом ИКС [167]. 

N-замещенные производные хитозана. N-алкилхитозаны. Впервые N-мети-
лирование хитозана было проведено Каррером [168] путем трехкратной обработ
ки йодистым метилом в запаянной ампуле при 100°С. Продукт отвечал формуле 
иодистоводородной соли N-метилхитозана. N-алкильные производные были по
лучены обработкой гидроксиэтилхитозана йодистым метилом [169]. Из данных 
работы не ясно, какая степень алкилирования была достигнута. 

Четвертичные N-производные хитозана впервые были получены по реак
ции Гофмана при действии йодистого метила или йодистого этила в среде абсо
лютного этанола в присутствии органических оснований [170]. В качестве ак
цепторов протонов использовали замещенные пиридины или триметиламин. 
Степень кватернизации хитозана была тем выше, чем выше сила применяемо
го основания. Получение полностью кватернизованного хитозана было под
тверждено спектрами ЯМР. Синтезированные N-производные были более 
сильными основаниями, чем хитозан, их рКа увеличивалось со степенью кватер
низации. N-триметил- и N-триэтилхитозаны в форме хлоридов растворялись в 
воде, а в форме оснований - в гидроокиси триэтилбензиламмония. Оба N-npo-
изводных стабилизируют террилитин в условиях тепловой денатурации. Эф
фект стабилизации тем выше, чем больше количество добавленного производ
ного хитозана [171]. N-диметилхитозан был получен по реакции восстанови
тельного алкилирования (Эшвейлера-Кларка) [172] 

R-NH2+2CH2O+2HCOOH-> RN(CH3)2+2CO2 + 2H2O. 

Было показано, что скорость реакции зависит от концентрации формальдеги
да, температуры и рН [173]. Эта реакция более подробно была изучена в рабо
те Николаева [174]. Процесс вели гетерогенно в присутствии этанола. Степень 
N-алкилирования увеличивалась с повышением мольной доли муравьиной кис
лоты и при десятикратном избытке по отношению к хитозану составляла 1. 
Строение N-диметилхитозана (ДМХ) было доказано с помощью элементного 
анализа, анализа на первичную аминогруппу методом Ван-Слайка, ИК-спект-
роскопии и потенциометрического титрования. Производное растворялось в 
воде, что указывает на отсутствие сшивок за счет формальдегида. Обменная 
емкость ДМХ составляла 4,4 мг-экв/г. 



Позже Муззарелли показал, что с помощью реакции Эшвейлера-Кларка с 
последующей обработкой йодистым метилом можно получить N-перметилиро-
ванный хитозан. Полученное производное хорошо показано себя как антибио
тик и ионообменник [175]. Синтезированные Муззарелли через образование 
альдиминов с последующим галогенированием N-метил-, N-этил-, N-пропил-, 
N-бутил- и N-гексил-хитозаны были использованы в качестве пленкообразую
щих материалов [176]. 

Кватернизация хитозана метилиодидом была проведена в среде N-метил-
пирролидона в присутствии едкого натра [177]. Авторы показали, что сущест
венную роль в синтезе играет количество воды. Ее присутствие важно для го
могенизации реакции, но концентрация воды не должна превышать 14%. Сте
пень кватернизации может быть увеличена введением в реакционную среду 
йодистого натрия. Производные растворялись в воде при степени кватерниза
ции не выше 0,25 и имели пониженную вязкость по сравнению с исходным хи
тозаном вследствие деструктивного действия едкого натра. Изучение строения 
полученных производных с помощью 13С и 1Н-ЯМР спектроскопии [178] ясно 
показало, что в присутствии щелочи кроме N-метилирования имеет место и ме
тилирование гидроксильных групп хитозан при С-3 и С-6. N-триметилхитозан 
хлорид является хорошим диспергатором для каолиновых суспензий [179]. 

Четвертичные аммонийные соли хитозана были получены реакцией глици-
дилтриметиламмонийхлорида с хитозаном в нейтральной или щелочной среде. 
При восьмикратном избытке алкилирующего реагента по отношению к амино
группам хитозана была получена степень замещения 0,96, т.е. все первичные 
аминогруппы хитозана вступили в реакцию. Продукт реакции имел формулу 
N-(2-гидрокси)пропил-3-триметиламмоний хитозан хлорида. Строение произ
водного было подтверждено ИК, >Н и 13С-ЯМР спектроскопией [180]. Методом 
ДТА было установлено, что производное имеет более высокую температуру 
разложения, чем хитозан. ДСК-анализ показал, что производное не плавится и 
кристаллизуется перед разложением. Полученное производное показало высо
кую активность и было использовано для антимикробной обработки хлопко
вых тканей. Содержание четвертичного производного 0,1% в неионном связую
щем эффективно снижает рост бактерий и длительно сохраняет это качество в 
обработанной ткани [181]. Это четвертичное производное, полученное на высо-
кодезацетилированном хитозане, было также предложено как гипохолестери-
ческий агент в патенте [182]. Восстановительное N-алкилирование хитозана с 
последующим -N-метилированием идет по схеме [183] 

Четвертичные производные растворялись в воде и были использованы для 
сорбции анионных красителей. 

Длина алкильного заместителя, присоединенного в N-положении сущест
венно влияет на скорость ферментативного гидролиза и биоцидные свойства 
N-производного хитозана. Скорость гидролиза хитиназой уменьшается в ряду 
СН3 > СН3СН2 > Н > СН3СН2СН2 > (СН3)2СН > NH2CH2 > СlСН2. Фермент не 
гидролизует N-метилен-, N-бензилиден-, N-бензоил-, N-никотинил- и N-ацил 



жирной кислоты (C5-18) хитозаны [184]. Биоцидность N-замещенных хитозанов 
увеличивается с ростом длины алкильного заместителя [185]. 

N-октадецилхитозан со степенью замещения 0,7, полученный взаимодей
ствием хитозана с 1-Br-октадеканом, проявляет жидкокристаллические свой
ства. По данным ДСК термотропный переход имеем место при 46°С. Диспер
гирование производного в подкисленной воде с одновременным воздействием 
ультразвука приводит к образованию везикул с диаметром 10-150 нм. Рибоф
лавин, диффундировавший в везикулы, сохраняет стабильность в течение по
лугода [186]. 

Получение N-гидроксиалкилхитозанов приводят при диспергации хитозана 
в воде или в смесях вода/спирт, вода/эфир, вода/кетон, содержащих 25-75% ор
ганической фазы с последующей обработкой окисью алкила. Продукт выделя
ют высушиванием. При 90-140°С жидкостном модуле (4-12): 1 был получен 
N-гидроксилалкилхитозан с модулем замещения 1,5-2 [187]. 

Четвертичные производные хитозана, дополнительно содержащие окталь
ную группу, синтезируют обработкой переосажденного хитозана при 100° С в 
течение 6 ч октен-1-окисью и глицидилтриметиламмоний хлоридом. Производ
ное имеет степень N-алкилирования 0,42 и степень О-замещения 0,31. Произ
водное в виде аэрозоля использовано в косметике для волос [188]. 

N-гидроксибутилхитозан был синтезирован обработкой хитозана окисью 
бутилена. Продукт имел С3=2. Водорастворимые соли производного были ис
пользованы в косметике в качестве препаратов для кожи и волос [189]. 

N-2,3-дигидроксипропилхитозан получен реакцией 3-хлор-1,2-пропандиола 
с хитозаном в среде диоксана при 60-70° С в течение 5 ч в присутствии щелочи. 
Более длительная реакция (24 ч) приводила к алкилированию гидроксилов. 
Сшитое производное избирательно сорбирует германий из его смеси с теллуром 
и бором [190]. 

Синтез N-карбоксиметилхитозана (N-KMXAH) легко осуществляется в 
мягких условиях (водная среда и комнатная температура) по реакции образова
ния оснований Шиффа присоединением глиоксалевой кислоты к аминогруппе 
хитозана с последующим восстановлением NaBH3CN при рН 5-6,3 [191]. Регули
рование степени замещения производных достигалось изменением мольного со
отношения реагентов. Условия синтеза исключали как деструкцию хитозана, 
так и изменение его степени дезацетилирования. Реакция протекала быстро и 
полностью. При рН 4,5-5,5 происходило растворение хитозана и образование 
геля в течение 3-4 ч. При рН > 7 гель не образуется. Для полностью замещен
ных производных рК1 и рКII составляют 2,3 и 6,6 соответственно, изоэлектриче-
ская точка 4,1 [192]. В работе [191] были изучены сорбционные характеристи
ки N-KMXAH по отношению к переходным металлам. Было показано, что про
изводное хорошо сорбирует Со, Ni, Cu, Cd, Pb и U из разбавленных растворов 
их солей, максимальное значение сорбционной емкости зависит от рН. При 
этом N-KMXAH может быть рассмотрен как полисахарид, содержащий глици
новую -NH-CH2-COOH при С-2 и в связи с этим может представлять интерес для 
биохимии и фармацевтической химии. Реология N-KMXAH в виде золя и геля 
была изучена в [193]. 

N-карбоксиметилирование хитозана было также описано в работе Ринадо 
[194]. Синтез осуществляли через глиоксалевую кислоту и восстановление бор-
гидридом нария. Полученное производное полностью растворялось в воде. 

N-KMXAH, синтезированный при эквимолекулярных количествах глиокса
левой кислоты и аминогрупп хитозана, имел по данным жидкостной хрома
тографии одинаковые СЗ по N-монокарбоксиметил- и по N.N-дикарбоксиме-



тильным группам, равным 0,3. Разбавленные растворы N-KMXAH были ис
пользованы для подавления размножения водорослей [195]. 

N-карбоксибутилхитозан (N-КБХАН) был получен по схеме, аналогичной 
синтезу N-KMXAH, т.е. растворением хитозана в водном растворе левуленовой 
кислоты СН3СО СН2СН2СООН при мольном соотношении хитозан:кислота 1:5 
с последующим восстановлением боргидридом натрия. Конечный продукт 
представлял собой вязкий раствор с рН6. 

N-КБХАН выделяли лиофильной сушкой после диализа против воды в те
чение 3 дней. Степень N-замещения по карбоксибутильным группам не пре
вышала 0,28, что вызвано мягкими условиями реакции. 13С-ЯМР спектроско
пия показала наличие N-замещения. Производное было опробовано в косме
тических средствах и зубных пастах в качестве загустителя [196]. Хирургиче
ские салфетки из лиофилизованного N-КБХАН промотируют регенерацию 
тканей и препятствуют воспалительным процессам [197]. N-КБХАН особен
но перспективен в пластической хирургии: при использовании его в виде геля 
под ним образуются менее жесткие и плотные ткани, и заживление протекает 
без рубцов. 

N-гидроксиацилирование порошкообразного высоко набухшего хитозана с 
помощью b-бутиролактона было проведено в среде диметилсульфоксида [128]. 
Реакция при 50-120° С 100° С в течение 48 ч давала степень N-замещения 
0,65-0,67. Полученное производное имело аморфную структуру и обладало вы
сокой гигроскопичностью. При подобной реакции хитозана с b-бутиролакто-
ном в среде ДМСО получен селективно замещенный N-3-гидроксибутаноилхи-
тозан со СЗ = 0,65. 

N-ацилхитозаны. Наиболее хорошо изученной реакцией N-ацилирования 
хитозана является реакция его N-ацетилирования, т.е. реакция регенерации хи
тина. Первые опыты по ацетилированию хитозана проводили в жестких усло
виях при нагревании с уксусным ангидридом в запаяной ампуле [198]. Продукт, 
напоминающий по свойствам хитин, был сильно деструктирован. 

Позднее N-ацетилирование набухшего в воде хитозана осуществляли в мяг
ких условиях с помощью смеси этанола, уксусной кислоты и дициклогексилими-
да в течение 16 ч при комнатной температуре. Продукт содержал одну N-аце-
тильную группу на мономерное звено [199]. 

Мягкое N-ацетилирование действием уксусного ангидрида в уксуснокислом 
растворе хитозана в присутствии метанола и пиридина осуществил Hirano [200]. 
Продукт был подвергнут деполимеризации с помощью NaNO2 с целью выделе
ния хитоолигосахаридов. 

N-ацетилирование пленок хитозана было достигнуто при действии уксусно
го ангидрида в водно-метанольных смесях [201]. 

В работе Kurita [202] проведено сравнительное исследование реакций ацети-
лирования высоконабухшего хитозана хлорангидридом и ангидридом уксусной 
кислоты. Было показано, что обе реакции протекают в мягких условиях с вос
производимыми результатами, однако, уксусный ангидрид более эффективен в 
протонных растворителях, в то время как хлорангидрид лучше действует в пи
ридине с небольшим количеством протонного растворителя. По данным ИКС 
обе реакции избирательно ацетилируют аминогруппу с максимальным замеще
нием 0,84 для хлорангидрида и 0,62 для ангидрида уксусной кислоты. Эти же ав
торы получили водорастворимый хитин при ацетилировании хитозана уксус
ным ангидридом в смеси пиридин/метанол [203]. 

Частично N-ацетилированные хитозаны гидролизуются лизоцимом со ско
ростью, контролируемой степенью ацетилирования, что дало основание для ис-



пользования их в качестве биодеградируемого материала в медицине и биотех
нологии [204]. 

Сравнение стабильности водных растворов N-ацетилированных хитозанов, 
полученных частичным дезацетилированием хитина и частичным гомогенным 
N-ацетилированием хитозана при различных рН показало, что в первом случае 
образуется беспорядочно замещенный полимер, в то время как во втором слу
чае образуется блоксополимер. Растворы беспорядочно замещенного хитозана 
гомогенны в нейтральной и щелочной области рН [205]. 

Для придания водорастворимости N-ацилированным производным хитозана 
важно именно беспорядочное распределение заместителей, для чего реакцию 
ведут либо в растворе хитозана, либо в высоконабухшем состоянии, при этом 
степень ацилирования может быть невысокой [206-208]. 

N-пропионилхитозан был синтезирован действием пропионового ангидрида 
на раствор хитозана в 5% уксусной кислоте. Из производного были получены 
тонкие прочные мембраны с высокой химической стойкостью [209]. 

N-фталоилхитозан легко получается реакцией хитозана с фталевым ан
гидридом [210]. Это соединение растворимо в органических растворителях и 
очень удобно в качестве прекурсора для синтеза производных хитина сложного 
строения в том числе разветвленных полисахаридов [211]. 

Частично N-сукцинированный хитозан приготовлен реакцией с янтарным 
ангидридом в уксуснокислом растворе хитозана в присутствии метанола. При 
соотношении ангидрид:аминогруппа, равном 14,6, образуется селективно N-за-
мещенный продукт со СЗ = 0,79, растворимый в воде и разбавленных кислотах. 
Обработка продукта карбодиимидом приводит к образованию геля, пригодного 
для биохимических исследований [212]. 

Реакция хитозана с избытком ангидридов дикарбоновых кислот приводит к 
образованию соответствующих N-карбоксиацилхитозанов с выходом 56-76%. 
Продукт может быть выделен в виде сложного эфира, свободной кислоты или 
Na соли. Реакция проходит при комнатной температуре в уксуснокислом рас
творе хитозана, разбавленном метанолом в течение 16 ч. В конце реакции об
разуется вязкий раствор или гель. СЗ по ацильным группам составляет 0,45-0,8. 
Таким образом были получены производные малеиновой, итаконовой, ацетил-
тиоянтарной, глутаровой, циклогексан-1,2-дикарбоновой, фталевой и других 
кислот [213]. 

Если реакцию вести при эквимолекулярном или меньшем соотношении ан
гидрид дикарбоновой кислоты/аминогруппа при рН4-5,5, то в результате реак
ции получаются полиамфолиты, содержащие карбоксильные и свободные ами
ногруппы [214]. 

Кинетика реакции хитозана с ангидридами малеиновой, фталевой, глутаро
вой и янтарной кислот в среде ДМСО была изучена в [215]. Реакция с амино
группами хитозана протекает количественно с высокой скоростью по порядку I. 
Реакционная способность ангидридов снижается в ряду малеиновый —> фтале-
вый —> янтарный —> глутаровый. Гидроксильные группы ацилируются незначи
тельно. 

Новый тип амфотерного производного хитозана N-b-гидрокси-2',3'-ди-
карбокси)этилхитозана был синтезирован реакцией высоконабухшего в мо
лочной кислоте хитозана с цис-эпоксисукциновой кислотой. Реакция протекает 
в щелочной среде при 85° С в течение 24 ч с постепенным растворением проду
кта. 1Н и 13С-ЯМР анализ и Фурье ИК-спектроскопия показали, что продукт 
представляет собой беспорядочно замещенный терполимер с тремя типами 
звеньев: N-(3'-гидрокси-2',З'-дикарбокси) этил-b, D-глюкозамин, b, D-глюкоза-



мин, и N-ацетил-b-D-глюкозамин. Реакция абсолютно селективна: О-замеще-
ние полностью отсутствует. Степень замещения производного регулируется 
мольным соотношением цис-эпоксисукциновой кислоты и хитозана. При соот
ношении 1,5:1 замещается 50% аминогрупп с частичным сшиванием продукта, 
что вызывает повышение вязкости щелочных растворов. Производное раство
ряется в широкой области рН, особенно легко в щелочной среде. Раствори
мость в воде зависит от степени замещения и молекулярной массы продукта. 
Высокозамещенные низкомолекулярные производные быстро растворяются в 
воде. При рН < 5 продукт осаждается [216]. 

Переосажденный хитозан, диспергированный в инертных растворителях 
легко N-ацилируется безводными кислотами уксусной, монохлоруксусной, сме
сью акриловой и метакриловой кислот. Особый интерес представляет моноза-
мещенный N-монохлорацетат хитозана, содержащий 15,4% С1 [217]. 

Основания Шиффа. Реакция конденсации аминогруппы первичных аминов 
с альдегидной группой ароматических аминов с образованием оснований Шиф
фа впервые была осуществлена на хитозане в работе [148] с целью защиты ами
ногрупп в реакциях алкилирования. Из ряда ароматических альдегидов: бензой
ный, салициловый, анисовый, о-нитробензойный наиболее реакционноспособ-
ным оказался салициловый, количественно связавшийся с аминогруппами хито
зана. Все синтезированные основания Шиффа не плавились, разлагаясь при 
Т > 220° С, не растворялись в органических растворителях. Салицилиденхито-
зан разлагался в кислой среде на исходные компоненты - хитозан и салицило
вый альдегид, но был устойчив в щелочной среде в безводных условиях. 

Позднее основание Шиффа хитозана и глиоксалевой кислоты было ис
пользовано в качестве промежуточного соединения при синтезе N-карбокси-
метилхитозана, который получали восстановлением иминной связи боргид-
ридом натрия [191]. 

Хелатирующие полиамфолиты на основе хитозана были получены через 
образование иминов с фталоальдегидной кислотой с последующим восстанов
лением цианборгидрином натрия. Полученный таким образом N-(карбоксибен-
зил)хитозан имел СЗ = 0,43 по N-карбоксибензильным группам, растворялся в 
кислой и щелочной среде и хорошо сорбировал металлы переменной валентно
сти [218]. 

Основания Шиффа хитозана и алифатических линейных альдегидов (от 
ацетальдегида до деканаля) и разветвленных альдегидов (изомасляный, изова-
лериановый, триметилуксусный), а также о-, п-, м- толуиловых альдегидов и 
n-диметиламинобензальдегида были получены в среде метанола при выдержи
вании с избытком соответствующего альдегида в течение суток при комнатной 
температуре [219]. Полученные соединения были использованы для направлен
ного О-ацетилирования хитозана уксусным ангидридом в среде пиридина. 

Реакция с о-, м- и n-фталевыми альдегидами в водно-метанольной среде дает 
моно- и бис-основания Шиффа в случае м- и и-альдегидов и циклический продукт 
с о-фталевым альдегидом. Восстановление цианборгидридом натрия приводит к 
соответствующему N-бензильному производному [220]. Полученные таким обра
зом производные обладают хорошими хелатирующими способностями [221]. 

Основания Шиффа были испольованы при синтезе органорастворимых 
производных хитозана. Синтез проводили конденсацией частично гидролизо-
ванного хитозана с 10-20-кратным избытком альдегида алифатического ряда 
или замещенных фенильных альдегидов в водно-спиртовой среде при рН5,5 с 
последующим ацетилированием [222]. Полученные соединения использованы 
для получения волокон, пленок, связывания ионов металлов и в косметике. 



Синтез N-нитрофенилхитозана был осуществлен реакцией гидрохлорида 
хитозана с n-нитробензальдегидом в среде ДМСО при 50° С в течение 12 ч. Ре
акция протекала количественно. Динитрофенильные производные были полу
чены в аналогичных условиях реакцией с фтординитробензальдегидом. Произ
водные растворялись в ДМСО и ДМФА. Растворы и пленки, отлитые из этих 
производных, обладают электрохромными свойствами, изменяя свой цвет при 
электровосстановлении или электроокислении [223]. 

По реакции образования оснований Шиффа протекает взаимодействие хи
тозана с 5-формил-2-фурансульфоновой кислотой. После гидрогенизации обра
зуется N-сульфофурфурилхитозан со СЗ = 0,26. Соединение селективно удаля
ет из растворов ионы Cu(II), Pb(II) и Ni(II) [224]. Аналогичная реакция с 2-фор-
милбензолсульфонатом натрия и 4-формилбензолсульфонатом натрия в при
сутствии цианборгидрида приводит к образованию соответствующих N-бензил-
производных с общей СЗ = 0,83 [225]. 

Метоксифенильные альдегиды (ванилин, о-ванилин и др.) реагируют с хи
тозаном при нормальных и восстановительных условиях и придают хитозану 
нерастворимость и повышенную прочность изделиям, сфомованным из их сме
си с крафт-лигнином [226]. 

С помощью оснований Шиффа удалось получить органорастворимые про
изводные хитозана [227]. Бензилиденовые или салицилиденовые группировки, 
введенные по аминогруппам, существенно улучшают доступность гидроксиль-
ных групп и делают возможным осуществить полное ацилирование. Таким пу
тем были синтезированы ди-Оацетил-N-ацилхитозан, ди-О-пропионил-N-диге-
ксаноилхитозан, ди-О-арилкарбамат-N-ацетилхитозан, растворимые или набу
хающие в ТГФ, хлороформе, диоксане, ДМФА и ДМАА. 

Другие производные хитозана. Низкая токсичность хитозана, совмести
мость с тканями живых организмов и биодеградируемость делает его перспек
тивным в качестве носителя ферментов и различных лекарственных средств с 
целью пролонгирования их действия и контролируемого релиза. Работы этого 
направления могут быть предметом отдельного обзора. Приведем здесь лишь 
некоторые способы иммобилизации биоактивных веществ на хитозане. 

Нуклеозид 5-фторурацил (5-FU) обладает заметной противоопухолевой ак
тивностью, присоединение его к хитозану, который селективно проникает в 
опухолевые клетки и ингибирует их рост, могло бы дать эффективный проти
воопухолевый препарат без побочных эффектов и пролонгированной активно
стью. Присоединение 5-FU осуществлялось через простую и сложную эфирные 
связи, через амидную связь, через мочевину и гексаметиленмочевину. Был ис
пользован как немодифицированный хитозан [228], так и в виде производных 
гликоль-, О-бензоил-, О-миристоил-, О-капролоил-, 4-метоксифенилхитозана и 
сополимера полиэтиленгликоль-хитозан [229]. Изучалось влияние дизайна и ти
па связи полученных конъюгатов на противоопухолевую активность. Наиболее 
сильный ингибирующий эффект показали конъюгаты хитозан-5-FU и хитооли-
госахариды-5-FU. 

Ковалентная иммобилизация различных ферментов на хитозан осуществля
ется с помощью эпихлоргидрина, глутарового альдегида или водорастворимого 
карбодиимида. Иммобилизованные ферменты используются в промышленном 
биокатализе [230]. 

Привитые сополимеры иа основе хитина и хитозана. Привитая полимериза
ция винильных мономеров на полисахариды позволяет получить гибридные со
полимеры, сочетающие свойства природного и синтетического полимера, на
пример, биосовместимость и термопластичность. Этот вид сополимеров приме-



няют в основном как биоматериалы. В случае использования в качестве моно
мера производных моносахаридов, способных к полимеризации, получают раз
ветвленные полисахариды сложного строения, в которых боковые цепи могут 
представлять полимеры галактозы или другого моносахарида. Боковые моно-
или олигосахаридные цепи могут быть присоединены к макромолекулам хитина 
и хитозана и с помощью других реакций, требующих синтеза промежуточных 
соединений. Такие синтезы позволяют получить аналоги редких природных му-
кополисахаридов, обладающих особо ценными биологическими свойствами. 

Гибридные сополимеры на основе хитина. Привитую полимеризацию на 
хитин или его производные проводят в различных средах с использованием раз
нообразных инициаторов в гетерогенных или гомогенных условиях. Хитин мо
жет быть в виде порошка, раствора или пленки. Выбор характера процесса оп
ределяется желаемыми свойствами продукта. 

В первых работах по прививке в качестве мономера был использован ме-
тилметакрилат, закономерности полимеризации которого хорошо изучены. 
Kojima с сотр. изучал прививку ММА в бензоле, диметилформамиде и воде при 
инициировании трибутилбораном. В начальной стадии реакции эффективность 
прививки составляет 98%, но количество привитых цепей мало. Эффективность 
уменьшается с повышением температуры. Энергия активации составляет 22,8 и 
27,4 ккал/моль для прививки и гомополимеризации соответственно. Конверсия 
мономера, степень и эффективность прививки ММА линейно возрастают с уве
личением количества хитина в реакции [231]. 

Yang Jingxian [232] прививал ММА на пленки хитина в водно-метанольной 
среде при комнатной температуре при инициировании солями церия. Макси
мальный выход сополимера был получен при концентрациях 0,5 и 5,10-3 моль/л 
мономера и хитина соответственно. Строение сополимера изучено методами 
ИКС и электронной микроскопии. Оптимальные условия прививки ММА на 
хитин при инициировании солями церия были найдены в работе [233], авторы 
которой показали, что лучшей средой для реакции является вода. 

Фотоинициированная прививка ММА на хитин и оксихитин была изучена 
Takahashi [234] в зависимости от условий фотооблучения, степени окисления хи
тина и концентрации мономера и хитина. Получены сополимеры со степенью 
прививки до 150% при эффективности процесса близкой к 50%. Количество при
витых цепей 0,4 ммоль/100 г хитина при молекулярной массе (3-5) • 105 [234]. 

Сравнение реакционной способности инициаторов пероксодисульфата ам
мония и ферроаммонийсульфата при прививке ММА было проведено в работе 
[235]. Наибольшая степень прививки была получена при сочетании обоих ини
циаторов. 

Структура привитых сополимеров хитина и ПММА была исследована в 
работе [236] методом рентгеноскопии. Было показано, что на b-хитине при 
степени прививки 260% происходит аморфизация структуры хитина, в то вре
мя как на a-хитине даже при степени прививки 620% сохраняется кристал
личность хитина. 

Образование монослоя привитых цепей ПММА на поверхности хитина бы
ло зафиксировано при измерении изотермы поверхностное давление - площадь 
поверхности [237]. Было показано, что монослой ПММА имеет плотную упа
ковку и ориентацию. Лизоцим деградирует сополимер. 

Toshiharu прививал ММА на карбоксиметилхитин [238]. Было установлено, 
что степень прививки растет с увеличением концентрации инициатора - перок
содисульфата калия. Сорбционная способность сополимера убывает в ряду: 
Си2+ > Са2+ > СO2+ и Fe3+ > Cu2+ > Ag+. 



Kurita [239], исйользуя для прививки ММ А меркаптохитин, получил сополи
меры с высокой степенью прививки [239]. 

Акрилонитрил был привит на хитиновые пленки в водной среде при 25° С с 
церий аммонийнитратом в качестве инициатора. Пленки с привитым полиакри-
лонитрилом были прозрачны и прочны [240]. 

Радиационное инициирование было использовано для прививки на порошок 
и пленки хитина и хитозана стирола, винилацетата, акриламида и ММА. Облу
чение проводили g-лучами 60Со в растворе мономера при - 196° С в вакууме с 
последующей прививкой при 30° С. Прививка стирола происходит только в 
50%-ном растворе мономера в воде или метаноле. Степень прививки линейно 
растет с увеличением дозы облучения и продолжительности полимеризации. 
Прививка стирола на порошки хитина и хитозана снижает их набухаемость в во
де, а сополимер стирола с хитозаном теряет растворимость в кислотах. Винил-
ацетат не прививается в указанных условиях, в то время как ММА образует со
полимеры со степенью прививки >900% при эффективности 84% [241]. 

Стирол был использован для прививки на хитоолигосахариды, полученные 
гидролизом хитина. Концевые группы олигосахаридов были превращены в ла-
ктоны и обработаны 4-винилбензиламмонием. Образовавшийся макромоно-
мерный амид подвергали радикальной полимеризации, в результате которой 
получены оптически активные полимеры с молекулярной массой 2,4 • 105. Со
полимеры перспективны для использования в биомедицинских материалах 
[242]. Строение сополимеров было изучено методом 13С-ЯМР. 

Для синтеза привитых сополимеров хитина с определенной структурой и 
свойствами необходимо получить промежуточные производные с группами, 
по которым возможна прививка. Предварительно синтезированные тозил- и 
иодхитины, растворимые в органических растворителях, удобны для привив
ки винильных мономеров и полимеризации с раскрытием эпоксикольца. То-
зилхитин в апротонном растворителе образует привитой сополимер с 2-метил-
2-оксазолином со степенью прививки 200%, причем привитые цепи локализо
ваны по местам, ранее занятым тозильными группами [243]. Повышенная со
вместимость этого сополимера с поливинилхлоридом была охарактеризована 
методом температурно-программированного аналитического пиролиза [244]. 
Меркаптохитин, содержащий лабильные меркаптогруппы, образует со стиро
лом и ММА привитые сополимеры со степенью прививки 1300%. Полученные 
сополимеры набухают и частично растворяются в органических растворите
лях, имеют Tс = 115° С независимо от степени прививки. Привитые полисти-
рольные цепи имеют Mw = 2,55 • 105 при полидисперсности 2,62 [245]. Стирол 
был также привит на иодхитин с помощью как радикальной, так и катионной 
полимеризации [246]. Введение иода в положение С-6 осуществлялось через 
тозилхитин, при этом производное приобрело растворимость в органических 
растворителях, что позволило вести прививку в гомогенных условиях. Было 
установлено, что катионный механизм с инициированием кислотами Льюиса 
SnCl4 или TiCl4 в нитрометане дает степень прививки до 600%, в то время как 
радикальный процесс при фотоинициировании только 60%. Молекулярная 
масса привитых цепей составляла (3,2-5,8) • 104 при отношении Mw/Mn = 1,5-2. 
Полученные сополимеры растворимы в органических растворителях, биоде-
градируемы и биосовместимы. 

Интересные работы по прививке на частично дезацетилированный хитин 
полипептидных цепей g-метил-L-глутамата [247] и N-карбоксиангидридов ами
нокислот (D, L-аланина, a-бензил-L-глутамата) [248] были предприняты рядом 
японских ученых. Прививка проходила с высокой эффективностью. Последую-



щая обработка сополимеров щелочью превращает эфирные группы в карбок
сильные. Сополимеры хорошо набухают в воде. 

Частично дезацетилированный хитин был использован для прививки е-ка-
пролактона. Прививка проходила в водной среде при 100° С в течение 20 ч с ка
тализатором 2-этилгексаноатом олова. Количество привитых цепей возрастает 
с уменьшением воды в реакции [249]. 

Сополимеры олигомеров хитина с полипропиленгликолем имеют блочный 
характер, так как они получены гидролизом гексаноилхитина до олигомеров и 
последующей сополимеризацией с полипропиленгликолем с помощью реагента 
сочетания - 4,4-метилен(дифенилдиизоцианата). Гексаноильные группы затем 
снимаются метилатом натрия в среде ДМСО. Сополимер гидролизуются хити-
назой. Изучены термические свойства сополимера [250]. 

Полиоксиэтиленовый эфир хитина полученный реакцией алкалихитина с 
галоидзамещенным полиоксиэтиленом может быть отнесен к гибридным поли
мерам, так как степень полимеризации боковых цепей составляла 2-4. Соедине
ние отличается высокой гигроскопичностью [251]. 

Прививка 4-винилпиридина, малеиновой кислоты и малеинового ангидрида 
на хитин и хитозан проводилась в гетерогенных условиях при инициировании 
пероксидом бензоила [252], при этом прививаются длинные цепи поли-4-винил-
пиридина и полималеинового ангидрида. Малеиновая кислота прививается в не
большом количестве в гомогенных условиях. Сополимеры обладают биосовме
стимостью и высокой хелатирующей способностью. 

Сополимер хитина с поли (2-алкил-2-оксазолиновыми) боковыми цепями 
получен при обрыве живой, полимеризацией оксазолиновых производных час
тично дезацетилированным хитином (ДМСО, 27° С). Сополимеры растворимы 
в воде, ДМФА, ДМСО при метильном производном оксазолина и только в воде 
при этильном производном [253]. Аналогичные сополимеры с хитозаном полу
чены реакцией хитозана с растущими цепями поли(2-метил-2-оксазолина) в 
присутствии фталевого ангидрида. Эти сополимеры совместимы с поливинил-
хлоридом и поливиниловым спиртом [244, 254]. Ферментативное разложение 
гибридных пленок ускоряется при введении сополимеров [255]. 

Гибридные сополимеры на основе хитозана. Полимеризация метакриловой 
кислоты в присутствии хитозана протекает по матричному механизму. В уксус
нокислом растворе хитозана при инициировании пероксодисульфатом калия 
образуется оптически активная изотактическая стреорегулярная полиметакри-
ловая кислота. Полимеризация протекает через образование комплекса хито
зан-кислота с последующим молниеносным образованием гомополимера кис
лоты [256]. 

Сополимеризация сорбиновой и метакриловой кислот в присутствии хито
зана при инициировании пероксодисульфатом калия приводит к образованию 
оптически активного сополимера в результате асимметрического влияния хи
тозана [257]. Авторы не указывают на возможность образования привитого 
сополимера. 

Собственно графт-полимеризация хитозана и акриловой кислоты при ини
циировании церий аммоний нитратом была изучена в [258]. Было показано, что 
степень прививки и молекулярная масса привитых цепей увеличивается с уве
личением концентрации акриловой кислоты. В начальной стадии прививки 
Eакт = 2,24 ккал/моль. 

В патенте [259] хитозан растворяют в мономере (метакриловой кислоте), а 
графт-полимеризацию проводят в воде при инициировании пероксодисульфа
том калия при 70-80° С. Сополимер выделяют в виде гранул или пленок. 



О получении графт-ххшолимеров хитозана с акриловой и метакриловой ки
слотами с солями Ce(IV) в качеств инициатора сообщено в [260]. Исследовано 
влияние концентрации мономера и инициатора на степень, эффективность при
вивки и конверсию мономера. Морфология сополимера изучена с помощью оп
тической и электронной спектроскопии. В микросферы сополимера внедрен 
сульфадиазин и изучен его релиз in vitro. 

Сополимеры хитозана и акриловой кислоты, полученные термополимери
зацией в присутствии пероксида бензоила рекомендованы для применения при 
пломбировании зубов [261]. 

Прививка ММА на хитозан осуществлялась различными способами инции-
рования [262]. При фотоинициировании наблюдался индукционный период и 
полимеризация проходила главным образом за счет фотолиза аминогрупп. При 
сравнении радикальных инциаторов было выяснено, что процесс легче проте
кает с азоизобутиронитрилом (АИБН) и с пероксодисульфатом аммония, чем с 
пероксидом бензоила и с пероксидом водорода. Сочетание пероксодисульфата 
калия с солями других металлов дает как ингибирующий (СиС12), так и промо-
тирующий эффект (MgCl2, тартрат и оксалат аммония) [263]. При использова
нии редокс системы Cu2+/Na2SO3 конверсия мономера увеличивалась с увеличе
нием концентрации восстановителя [264]. Другая редокс-система - реагент 
Фентона - обеспечивает высокие степени прививки [265]. Изучение прививки 
ММА на хитозан с различными степенями дезацетилирования и на N-замещен-
ные хитозаны выявило участие аминогрупп в процессе инициирования [266]. 
Прививка на оксихитозан, полученный окислением диоксидом азота, регулиру
ется количеством образовавшихся при окислении карбоксильных групп и кон
центрацией инициатора [267]. 

Прививка других мономеров при фотоинициировании была изучена в зави
симости от длины волны, растворителя и вида инициатора АИБН или Н2O2 
[268]. Скорость прививки убывает в ряду ММА > метилакрилат > этилакрилат 
> стирол > акриловая кислота. Выход сополимера зависит от полярности рас
творителя, в котором проводится прививка, сродства мономера к воде, вида ра
дикалов, возникающих при фотолизе и переноса цепи на растворитель. 

Новая инициирующая система была предложена для прививки метилакри-
лата на трихлорацетилированный хитозан. В качестве соинициатора был взят 
карбонил марганца Мn2(СО)10. Прививку проводили в гетерогенных условиях в 
массе мономера при фотооблучении. Прививка идет по месту радикала, образо
вавшегося в результате специфической реакции карбонила марганца с трихлор-
ацетильным заместителем на хитозане [269]. 

2-гидроксиэтилметакрилат был привит на хитозан в уксуснокислом раство
ре с церий аммоний нитратом в качестве инициатора [270] и при радиационном 
облучении [271]. Изучалась кинетика прививки в зависимости от концентрации 
мономера, инициатора, температуры и времени прививки [270] и от дозы облу
чения [271]. Сополимеры давали пленки, хорошо совместимые с кровью. 

Эмульсионная привитая полимеризация бутилакрилата с инициирующей 
редокс системой K2S2O8/NaHSO3 и эмульгатором Na-додецилсульфатом дает со
полимеры, образующие пленки с повышенными эластическими свойствами 
[272]. Увеличение пластичности пленок из сополимера хитозана и метилакри-
лата наблюдалось также в [273], прививку проводили в эмульсии при иницииро
вании K2S2O8. 

Сополимер диметиламиноэтилметакрилата с хитозаном (церий аммоний 
нитрат в качестве инициатора) обладает лучшими флокулирующими свойства
ми, чем хитозан при осветлении коалиновых суспензий [274]. 



Из привитых сополимеров хитозана и 4-винилпирйдина (церий аммоний ни
трат, вода, 30° С, 2 ч, глутаровый альдегид) получены сшитые мембраны с рН-
зависимой степенью набухания [275]. 

Инициирование солями Ce(IV) применяется для прививки различных моно
меров на хитозан. Общие закономерности и механизм прививки с этим инициа
тором были изучены на модельных соединениях - циклическом и линейном 
аминоспиртах [276]. 

Акриламид был привит на хитозан как с церий аммоний нитратом [277], так 
и радиационным способом [278]. Графт сополимеры имеют высокую степень 
набухания в воде и были использованы для иммобилизации протеазы. 

Сополимер акрилонитрила и хитозана получен при инициировании редокс 
системой K2S2O8/Na2S2O3 или Се4+ [279]. Сшитый эпихлоргидрином сополимер 
был амидооксимирован реакцией между гидроксиламином и нитрильными 
группами сополимера и использован для сорбции ионов металлов при различ
ных рН. Найдены константы стабильности комплексов сополимера с ионами 
Cu2+, Zn2+, Сd2+, Pb2+ [280]. 

В результате привитой полимеризации винилацетата на хитозана в уксус
нокислом растворе при инициировании пероксодисульфатом аммония были 
получены самостабилизированные эмульсии. Была изучена кинетика процес
са и установлено, что скорость реакции не зависит от концентрации хитозана, 
слабо зависит от концентрации инициатора и пропорциональна концентрации 
винилацетата. Исследование термомеханических свойств сополимеров с раз
личной степенью прививки показало, что увеличение времени прививки при
водит к образованию частично сшитых структур. Щелочная обработка приви
того поливинилацетата переводит сополимер в раствор или в гель (в случае 
сшитого сополимера) вследствие гидролиза ацетатных групп. Изучена кине
тика гидролиза. Конечный продукт является сополимером хитозана с поливи
ниловым спиртом [281]. 

Графтсополимер стирола и хитозана был получен через тритиловый эфир 
хитозана. Сополимер использован как новый амфифильный материал [282]. 

Макромономер для получения сополимеров хитозана был использован при 
графт полимеризации монометакрилата полиэтиленгликоля на хитозан. Сопо
лимеры при степени прививки 90-350% растворялись в воде с образованием 
вязких растворов, из которых были отлиты пленки с улучшенными механиче
скими характеристиками. Пленки были проницаемы для витамина В12 [283]. 

Метод получения гибридных сополимеров через образование полимерных 
оснований Шиффа был использован для прививки полиэтиленгликоля на хито
зан [284, 285]. Для этого в полиэтиленгликоль вводили альдегидную группу и 
проводили реакцию в уксуснокислом растворе хитозана с добавлением метано
ла при рН4,6-5,6. Иминную связь между хитозаном и полиэтиленгликолем вос
станавливали цианборгидридом натрия. Полученные сополимеры обладают 
биоактивностью. 

Биосовместимый сополимер хитозана с N-винилпирролидоном получают с 
предварительной обработкой хитозана малеиновым ангидридом и последую
щей полимеризацией винилпирролидона. В водную дисперсию сополимера вво
дят антимикробные добавки и получают покровный материал для заживления 
ожогов кожи. Материал имеет хорошее соотношение водопоглощение/водоот-
дача и предотвращает бактериальное заражение [286]. 

Проводящие полимерные материалы на основе полианилина, привитого на 
хитозан был получен в гомогенных условиях при инициировании полимериза
ции анилина пероксодисульфатом аммония. Из сополимеризата были получены 



пленки и волокна с удовлетворительными механическими свойствами и прово
димостью [287]. 

Полимеризация пиррола в присутствии хитозана дает сополимер также обла
дающий проводимостью. Строение сополимера изучено методами Фурье ИК-
спектроскопии, термогравиметрии сканирующей электронной микроскопии [288]. 

Разветвленные полисахариды на основе хитина и хитозана. Природные 
разветвленные полисахариды вызывают все возрастающий интерес в связи с их 
уникальными биологической активностью и физико-химическими свойствами. 
Разветвленные глюканы - летинан и шизофиллин показывают высокую проти
воопухолевую активность и используются клинически [289]. Однако эти поли
сахариды редко встречаются в природе. Поэтому поиск путей синтеза полиса
харидов подобного строения - актуальное направление исследований. В насто
ящее время проводятся работы по выяснению связи структура - свойства раз
ветвленных полисахаридов и установлению необходимого молекулярного ди
зайна. Для этого прежде всего необходимо определить процедуру получения 
различных сконструированных полисахаридов с ветвями, состоящими из саха-
ридов другого строения. 

В качестве основной цепи для такого конструирования удобны хитин и хи
тозан, так как из функциональные группы могут быть защищены для проведе
ния региоспецифической модификации. 

Начало работам этого направления положили Hall и Yalpani в 1980 г. синте
зом хитозана с боковыми привесками лактозы [290]. Синтез основан на том, что 
восстанавливающие сахара атакуют аминогруппу хитозана с образованием 
иминной связи, которую затем восстанавливают до амидной цианборгидридом 
натрия. Реакция протекает в смеси уксусная кислота - метанол в течение 6 дней. 
Продукт реакции имеет необычную растворимость: он не растворяется в этано
ле, водном этаноле и других органических растворителях, но и не осаждается из 
водных растворов добавлением кислоты, основания, солей или их комбинации. 

Таким же образом к хитозану были присоединены боковые ветви D-глюко-
зы, глюкозамина, галактозы, целлобиозы [291]. С g-лактоном D-глюкогептено-
вой кислоты был получен соответствующий амид [291]. Реология водных рас
творов подобных производных изучена в зависимости от СЗ. Низкозамещен-
ные производные имеют более высокую вязкость, сильно зависящую от скоро
сти сдвига [292]. Глюкоза с алкильным заместителем С10 была присоединена к 
хитозану по такой же схеме, растворы этого производного обладают способно
стью переходить в гель при нагревании [293]. 

Другой путь синтеза разветвленных полисахаридов был разработан Kurita 
[294]. Это многоступенчатый синтез через тозил-, иодхитин или фталимидхито-
зан. Полученный в мягких условиях тозилхитин (щелочной раствор хитина, 
TsCl, 0° С, 1 ч) растворим в ДМСО и других полярных растворителях, что поз
воляет легко осуществить иодирование (NaJ, 80° С, ДМСО). При отрыве иона 
иода иодхитин образует ион карбония при С-6, который способен инициировать 
катионную полимеризацию виниловых мономеров. При добавлении 1,2-нена-
сыщенной глюкозы и кислоты Льюиса к раствору иодхитина в ДМСО происхо
дит присоединение одного глюкозного звена по С-6. Реакцию можно вести с 
триацетил- или трибензилглюкалем, а также с алкоксидами Сахаров, получая 
хитин с соответствующими ответвлениями (при 80° С получена СЗ = 0,63 для 
маннозы) [294]. 

N-фталимидхитозана (фталевый ангидрид, ДМФА, 130° С) растворяется в 
полярных органических растворителях, что дает возможность провести трити-
лирование в пиридине с полным замещением при С-6. О-тритил, N-фталимид 



хитозана реагирует с О-перацетил-N-фталимидоглюкозамин бромидом. После 
снятия защитных групп получено соединение, в котором и основная и боковая 
цепь построены из глюкозамина, ветвления находятся при С-3 [294]. 

Введение а-маннозидных боковых цепей в хитин было осуществлено че
рез последовательное N-фталоилирование, О-триметилсилирование, З-О-аце-
тилирование хитозана и реакцию с ортоэфиром перацетилированной манно-
зы. Последующее депротектирование и N-ацетилирование дает хитин с ман-
нозными ветвями. Это соединение легко растворимо в воде и имеет высокую 
аффинность к конкавалину А [295]. По аналогичной схеме в хитин и хитозан 
были введены [3-галактозидные ветви [296]. Это соединение гидролизуется ли-
зоцимом. 

Последние достижения этого направления модификации хитина отражены 
в работе [297]. N-фталоилхитозан является ключевым промежуточным соеди
нением для контролируемой модификации хитина, так как он растворим в об
щих органических растворителях и легко депротектируется, освобождая амино
группы. Как З-О-ацетил-N-фталоилхитозан, так и 3-О-ацетил-N-фталоил-6-O-
триметилсилилхитозан удобные органорастворимые прекурсоры для специфи
ческого замещения при С-6 и проведения модификаций в мягких условиях. Важ
но, что три типа функциональных групп в хитине и хитозане могут быть разде
лены, и все реакции проходят контролируемо. Разветвленные хитины и хитоза
ны имеют характеристики, существенно отличные от линейных хитина и хито
зана, включая растворимость и гигроскопичность. Наблюдается связь между 
молекулярной структурой и биодеградируемостью, антимикробной активно
стью и отношению к некоторым ферментам. Эти свойства разветвленных по
лисахаридов могут быть использованы в различных областях, например, в кос
метике для увлажнителей, как носители для лекарственных веществ, биоразла-
гаемые материалы для медицины, презерванты для пищевых продуктов и анти
микробные агенты для обработки волокон и тканей. 

Из разветвленного хитозана с галактозными остатками при С-2 аминогруп
пе было получено волокно, обладающее антимикробными свойствами [298]. 

Кватернизованный хитозан с галактозными привесками был исследован 
для применения в генной инженерии [299]. 

Оригинальный способ ветвления хитозана предложил Smidsrod [300]. Час
тично дезацетилированный хитозан обрабатывают азотистой кислотой, при 
этом возникают олигомеры хитозана с конечными группами 2,5-ангидро-D-
маннозы, которая дает основание Шиффа с хитозаном. После восстановления 
иминной связи цианборгидридом натрия возникает связь между двумя цепями 
хитозана. 

Другие виды ветвлений, представляющих собой олигопептиды, были введе
ны в хитозан с помощью солянокислого 1-этил-2-[3-диметиламинопропил]кар-
бодиимида, при этом между хитозаном и олигопептидом возникает амидная 
связь. Полученное соединение может быть использовано для покрытий имплан-
татов, контактирующих с кровью [301]. 

Гиперразветвленные дендримеры хитозана с сиалиловой кислотой, содер
жащие тетраэтиленгликолевые спейсеры, были синтезированы с целью инги-
бирования гемаглютинацию человеческих эритроцитов вирусом гриппа [302]. 
Для создания мультиплетной разветвленности тетраэтиленгликоль был моди
фицирован в аминоацеталь по пятиступенчатой схеме. Остатки сиалиловой ки
слоты были привешены к каждому дендримеру путем восстановительного 
N-алкилирования. Сиалодендриды с альдегидными концами были присоедине
ны к хитозану восстановительным аминированием. 



Антигриппозная активность обнаружена также у глюкополимеров с олиго-
сахаридными ветвями, имеющими строение N-ацетилгалактозамин [(З-Э-галак-
топиранозил-( 1 ->4)-2-ацетамидо-2-дезокси-D-глюкопиранозы [303]. 

Хитозан, содержащий привески циклодекстрина, получен через образова
ние основания Шиффа с последующим восстановлением цианборгидридом на
трия. Полученное соединение способно образовывать комплекс типа гость-хо
зяин с n-нитрофенолятом [304]. 

Разветвленные сополимеры, имеющие синтетическую основную цепь с бо
ковыми привесками из N-ацетилглюкозамина или его олигомеров, также нахо
дятся в центре внимания исследователей. 

Полиакриловая кислота с олигосахаридными боковыми цепями была полу
чена через образование амидных связей. Вязкость растворов сополимера суще
ственно выше, чем исходной полиакриловой кислоты [305]. 

Сополимер поливинилового спирта с хитоолигосахаридными боковыми це
пями получен в две ступени. На первой ступени хитоолигосахариды реагируют 
с N-метакриламидом в кислой среде, а затем проводят их иммобилизацию на по
ливиниловом спирте в щелочной среде. Из сополимеров получены пленки с вы
сокой антимикробной активностью [306]. 

Амфифильные блоксополимеры виниловых эфиров с привесками N-ацетил-
D-глюкозаминных остатков были синтезированы живой катионной полимери
зацией изобутилвинилового эфира и винилового эфира, содержащего три-О-
ацетил-2-фталимидо-b-D-глюкозу. Блок-сополимеризация, инициируемая сис
темой CF3COOH/EtAlCl2 в присутствии основания, дает блоксополимер с узким 
молекулярно-массовым распределением и регулярной структурой сегментов. 
После снятия защитных групп и последующего ацетилирования получен амфи-
фильный блоксополимер с контролируемым строением. Конечный блоксопо
лимер взаимодействует с лектином агглютинина зародышей пшеницы, кото
рый специфически распознает N-ацетилглюкозамин [307]. 

Количество публикаций по синтезу как разветвленных хитинов и хитоза
нов, так и полимеров, содержащих хитоолигосахаридные привески, растет, что 
вызвано актуальностью этого направления модификации для создания новых 
лекарственных средств, обладающих высокой специфичностью, их доставки в 
организм человека, для биологических и биомедицинских исследований. 

Данная статья посвящена основным направлениям модификации хитина и 
хитозана, но не претендует на исчерпывающий охват всех известных произ
водных. Вне его рамок остались многочисленные смешанные производные, 
сочетающие заместители различного типа, сложные производные, созданные 
с применением методов биохимии и биоинженерии. В обзоре не освещены ра
боты по модификации хитинглюкановых комплексов, которые находятся в 
стадии развития и представляют значительный интерес как с химической точ
ки зрения, так и по свойствам производных. Применение отдельных производ
ных упомянуто лишь в связи с приданием хитину или хитозану определенных 
характеристик. 

Материалы ежегодных международных и региональных конференций от
ражают самые последние достижения в синтезе и использовании все новых мо
дификаций хитина и хитозана. Однако, многоступенчатые синтезы основаны на 
реакциях, характерных для гидроксильных и аминных групп, которые мы по
пытались отразить в данном обзоре. Применению производных хитина и хито
зана посвящены обзоры более узкой направленности [308-312], количество ко
торых постоянно пополняется и может удовлетворить специалистов различно
го профиля. 
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Среди важных научных направлений быстро формирующихся в последние 
годы в области биомедицины, все более заметное место занимает направление, 
находящееся на стыке молекулярной биологии и медицины, которое получило 
название "генной терапии" [1]. Генная терапия это введение в организм больно
го специфических генных конструкций, имеющих заданные свойства. Лечеб
ный эффект достигается либо в результате экспрессии введенного гена, либо за 
счет частичного или полного подавления функции "больного" гена. Важней
шим условием успешной генотерапии является обеспечение эффективной дос
тавки, т.е. трансфекции (или трансдукции) требуемого гена в клетки-мишени, 
обеспечение длительного функционирования его в этих клетках и создание ус
ловий для полноценной работы гена. Трансфекцию проводят с использованием 
фрагмента "голой" ДНК (специфического гена), или фрагмента, встроенного в 
соответствующую плазмиду - "вирусного вектора". Вирусные векторы имеют 
много преимуществ в качестве носителей генов, что обусловлено их высокой 
эффективностью и широким рядом используемых клеток-мишеней. Однако та
кая система переноса гена имеет и целый ряд недостатков. Так ретровирусные 
векторы нестабильны и не способны инфицировать неделящиеся клетки. Кро
ме того, они содержат онкогены и, хаотически встраиваясь в геном хозяина, 
нарушают регуляторные элементы соседних генов, что может привести к нару
шению метаболизма клетки, а также к активации онкогенов. Вирусные векто
ры могут индуцировать полный иммунный ответ той или иной силы. При этом 
нужно иметь в виду, что продажная стоимость создания вирусных векторов до
статочно высока. Поэтому можно сказать, что безопасный и эффективный но
ситель генов по-прежнему остается критическим барьером на пути эффектив
ной генетической терапии. 

Как альтернатива вирусным векторам интенсивно исследуются и создаются 
не только "баллистические" [2] методы введения генов, но и невирусные систе
мы или "невирусные векторы" [3]. Хотя эффективность и специфичность неви
русных векторов на основе искусственных систем пока невысока, в настоящее 
время разработаны целые системы медиаторов трансфекции, которые обеспе
чивают достаточно эффективную и направленную доставку генов в различные 
ткани. Следует отметить, что трансфекция ДНК высокой молекулярной массы 
связана с проблемой конденсации (компактизации) ее молекулы. Так например, 
плазмиды слишком велики (3-15 x 103 пар оснований), для того, чтобы легко 
преодолеть барьер клеточных мембран. Кроме того, "голая" ДНК нуждается в 
защите от деградации под действием эндогенных нуклеаз. Наконец, для эффе
ктивного проникновения ДНК через клеточные мембраны необходимо нейтра
лизовать отрицательный заряд ее фосфатных групп. 

Для создания невирусных векторов используют, в частности, комплексы, 
образующиеся в результате взаимодействия ДНК с медиаторами трансфекции. 
Частицы таких комплексов имеют, как правило, микроскопические размеры, 
что, в принципе, должно способствовать проникновению этих частиц в клетку. 
Молекула ДНК в составе комплексов может быть защищена от действия нук-
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леаз. Наиболее часто для трансфекции используют катионные полимеры, кото
рые, нейтрализуя отрицательный заряд ДНК, способствуют ее конденсации 
(компактизации) и тем самым защищают ее от эндонуклеазной деградации. 

Полилизин как медиатор трансфекции начали применять в конце 1980-х г. 
Затем в качестве невирусных систем транспортировки генов были использова
ны многие другие поликатионы. К ним относятся полиэтиленимин, полибрен и 
полиамидоаминные дендримеры. Потенциальные преимущества этих систем 
очевидны - это легкость синтеза, возможность адресовки данной ткани (клет
ке), низкий иммунный ответ, возможность использования плазмид или молекул 
ДНК любой молекулярной массы. Ограничения на применение этих систем на
кладывают низкая эффективность трансфекции и плохая биосовместимость, 
даже несмотря на то, что эти системы кажутся удобными и безопасными при ле
чении заболеваний человека. Кроме того, многие катионные полимеры явля
ются токсичными, что уменьшает потенциал их практического применения. 

Чтобы преодолеть эти проблемы, в качестве систем переноса генов изуча
ются и создаются новые носители и модифицированные поликатионы. 

Анализ литературных данных позволяет сформулировать несколько эмпи
рических требований к синтетическим или полусинтетическим невирусным по-
ликатионным полимерным векторам, которые должны соблюдаться при созда
нии новых систем транспорта генов: полимерный вектор должен быть биосов
местимым (нетоксичным, не вызывать иммунной реакции) и биодеградируе-
мым; он должен комплексироваться с ДНК с образованием частиц размером 
порядка 1000 А, причем этот процесс должен быть воспроизводим; он должен 
защищать ДНК от деградации при транспорте в потоке биологической жидко
сти; он должен "донести" ДНК до клетки мишени в достаточной концентрации 
и, в идеале, он должен связаться с клеткой-мишенью. 

В этой связи в качестве основы для создания невирусной системы перено
са генов большой интерес вызывает применение такого природного полика
тиона, как хитозан [4]. Он отличается низкой токсичностью, биодеградируе-
мостью и хорошей биосовместимостью. Известно также, что хитозан подав
ляет рост большого числа бактерий. Он кроме того, усиливает межклеточный 
и околоклеточный транспорт через эпителий мукозных клеток. Молекула хи
тозана, несущая положительно заряженные аминогруппы, может образовы
вать комплекс с молекулой ДНК, фосфатные группы которой несут отрица
тельный заряд [5]. 

О возможности использования хитозана (Хи) в качестве невирусного векто
ра R. Murper с сотр. сообщили в 1995 г. и запатентовали этот результат в 1997 г. 
[6]. Для переноса генов Хитозан-ДНК-комплексы использовались в 1996— 
1999 гг. разными авторами [7-11]. С той же целью в 1996 г. исследован также 
модифицированный хитозан - триметилхитозан. 

Заслуживает внимания упоминание о применении в качестве невирусного 
вектора хитозановых микросфер. Кольцевая и линейная ДНК, капсулирован-
ные в составе хитозановых микросфер, были применены в опытах in vivo 
[12-13]. Микросферы остаются стабильными по крайней мере в течение трех 
месяцев, причем микрокапсуляция существенно улучшает стабильность ДНК, 
что чрезвычайно важно при создании реалистической системы переноса генов. 
Кроме того, хитозанполифосфатные микросферы были использованы в каче
стве модели для выяснения природы взаимодействия хитозана с клетками. Сле
довательно, хитозан с его уникальной комбинацией биологических, физических 
и химических свойств вполне может соответствовать специфическому набору 
перечисленных выше требований, или, по крайней мере, большей их части. 



Анализ литературы позволяет обратить внимание на два важных обстоя^ 
тельства. Во-первых, несмотря на наличие патентов, свидетельствующих о 
принципиальной возможности успешного применения хитозана в качестве ме
диатора трансфекции, эффективность ее и в этом случае остается достаточно 
низкой, и причины этого в литературе не рассмотрены. Во-вторых, несмотря на 
отмеченные выше попытки использования комплексов хитозана с ДНК в прак
тических целях, вопрос о том, что представляют собой такие комплексы с фи
зико-химической точки зрения, остается открытым. 

В настоящем обзоре рассмотрены данные, полученные в течение 
1999-2001 гг., в результате совместных исследований, посвященных свойствам 
комплексов, образуемых между молекулами хитозана и линейными двухцепо-
чечными молекулами нуклеиновых кислот принадлежащих к В- и А-семейст-
вам, которые выполнены сотрудниками Института молекулярной биологии 
РАН, Центра "Биоинженерия" РАН, Института кристаллографии РАН, РНЦ 
"Курчатовский Институт" и Института биофизики ГНЦ Эти данные свидетель
ствуют, прежде всего, о том, что хитозан, взаимодействуя с молекулами двухце-
почечных нуклеиновых кислот, переводит эти молекулы в жидкокристалличе
ское состояние, причем для этого состояния характерна множественность про
странственных форм, определяемая такими факторами, как молекулярная 
(ММ) масса хитозана, число аминогрупп в его молекуле, ионная сила и рН рас
твора и т.д. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Использовали двухцепочечную ДНК эритроцитов цыплят "Reanal" и тиму
са теленка "Sigma", молекулярная масса (ММ) которых после ультразвуковой 
деполимеризации составляла (7-8 • 105 Да), а также двухцепочечный синтетиче
ский полирибонуклеотид[поли(И) х поли(Ц)] "Sigma". 

Препараты хитозана (Хи, сополимеры 2-амино-2-деокси-D-глюкозы и 
2-ацетамидо-2-деокси-D-глюкозы) средневязкостной молекулярной массы -
2,0; 4,1; 7,8; 13,6; 19,0 и 31,0 кДа (85% аминогрупп) и разным содержанием ами
ногрупп (46; 66; 75 и 85%) для препарата хитозана с ММ = 14,6 кДа были выде
лены и охарактеризованы в Центре "Биоинженерия" РАН. 

Комплексы нуклеиновых кислот с хитозанами (НК-Хи) готовили, добавляя 
небольшие объемы исходного водного раствора препарата Хи к водно-солево
му раствору НК при перемещении. При титровании регистрировали спектры 
поглощения. "Критическую" концентрацию Скр любого из использованных хи
тозанов, т.е. концентрацию хитозана, необходимую для образования дисперсий 
комплексов ДНК-Хи, определяли по изменению формы спектров поглощения. 
Спектры поглощения комплексов НК-Хи регистрировали при помощи спект
рофотометра "Specord М-40" в интервале l = 230-450 нм. 

Исходные водные растворы дауномицина "Sigma" использовали без допол
нительной очистки. Комплексы дауномицина с ДНК формировали, добавляя 
небольшие (1-10 мкл) объемы исходного раствора (по ~2 мг/мл) к 2 мл диспер
сии комплексов (ДНК-Хи) при перемешивании. 

Теоретические расчеты оптических свойств дисперсий комплексов НК-Хи 
проводили, основываясь на подходе, описанном в работе [4]. 

Спектры кругового дихроизма (КД) комплексов НК-Хи регистрировали 
при помощи портативного дихрометра СКД-2 производства Института спектро
скопии РАН, г. Троицк. Спектры КД представляли как зависимость кругового 
дихроизма от длины волны X. 



Получение образцов жидкокристаллических фаз комплексов НК-Хи, а так
же комплексов НК-антибиотик - Хи для рентгенографического анализа описа
но в работе [15]. Рентгенографические параметры, обычно используемые для 
описания кривых рассеяния такие, как размер "кристаллитов" L, "радиус взаи
модействия" rт и параметр "разупорядоченности" оценивали по формулам, 
приведенным в работе [16]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Образование дисперсий. На рис. 1 приведены спектры поглощения, отра
жающие результаты титрования водно-солевого раствора ДНК (V = 2 мл; 
Сднк ~ 15 мкг/мл) небольшими порциями раствора Хи (1-4 мкл раствора Хи; 
СХи = 2,5 мг/мл). 

При достижении "критической" концентрации Хи в спектре появляется по
глощение в той области спектра (l > 320 нм), в которой ни ДНК, ни Хи не по
глощают ("кажущаяся" оптическая плотность, Акаж) и увеличивается поглоще
ние при l ~ 260 нм. Такие изменения формы спектра поглощения отражают 
формирование дисперсной фазы комплексов ДНК-Хи, на микроскопических 
частицах которой происходит рассеяние УФ-излучения. Зависимость "кажу
щейся" оптической плотности, измеренной при А, 340 нм (А340

каж), от концентра
ции Хи использованная для определения величины Скр (см. выделенный фраг
мент на рис. 1). Экспериментальные зависимости, представленные ниже на 
рис. 1-13 получены для растворов со следующими параметрами: Сд н к = 
= 15,5 мкг/мл; 0,15М NaCl + 0,01 M Na-фосфатный буфер; рН 6,86; 85% аминог
рупп. ММ =19 кДа; величина ДА всюду дана в относительных единицах, причем 
1 отн. ед. = 10-6 опт. ед. Величина Скр зависит от концентрации ДНК - чем вы
ше концентрация ДНК, тем более высокой является величина Скр Аналогич
ные изменения в спектре поглощения [поли(И) х поли[Ц] наблюдаются при ти
тровании этого полинуклеотида раствором Хи; эти изменения также свидетель
ствуют об образовании дисперсии комплекса [поли(И) х поли(Ц)-Хи] (данные 
не показаны). 

Таким образом, в водно-солевом растворе взаимодействие между молекула
ми Хи, несущими положительнозаряженные аминогруппы, и двухцепочечными 
линейными молекулами НК, несущими отрицательнозаряженные фосфатные 
группы, оказывается достаточным для образования дисперсных частиц, состоя
щих из молекул этих комплексов. 

Спектры КД дисперсий. На рис. 2 приведен спектр КД исходной В-формы 
ДНК (кривая 1) и спектры дисперсий комплексов ДНК-Хи (кривые 2-6). При 
достижении "критической концентрации" Хи (см. фрагмент на рис. 2), в спект
ре КД в области поглощения ДНК (l ~ 270 нм) появляется интенсивная (ано
мальная) положительная полоса. 

Дисперсия комплекса [поли(И) х поли(Ц)-Хи], сформированная в условиях, 
соответствующих рис. 1 (т.е. при использовании препарата Хи, имеющего 85% 
аминогрупп и мол. массу 19 кДа), не имеет интенсивной полосы в спектре КД. Од
нако при изменении условий, в частности, при уменьшении до ММхи = 2 кДа, уда
ется получить дисперсию, характеризуемую интенсивной (аномальной) отрица
тельной полосой в спектре КД в области поглощения поли(И) х поли(Ц) (рис. 3). 

Сопоставление рис. 1 и рис. 2 показывает, что величины Скр, определяе
мые при помощи разных методов, практически совпадают между собой. Это 
означает, что в данных условиях появление аномальной (положительной или 



Рис. 1. Спектры погло
щения (а) ДНК в отсутст
вие (кривая /) и присут
ствии (кривая 2-3) Хи в 
растворе (кривые 2-5). 
1-5 - 0; 2,5; 5; 7,5 и 
8,75 мкг/мл Хи в растворе 
соответственно; б - зависи
мость "кажущейся" оптиче
ской плотности при 
X = 340 нм от концентрации 
Хи в растворе 

Рис. 2. Спектры КД (а) 
ДНК в отсутствие (кри
вая /) и присутствии Хи в 
растворе (кривые 2-6) 
1-6 - 0; 2,5; 5; 6,25 и 
8,75 мкг/мл Хи в растворе 
соответственно; б - зависи
мость амплитуды полосы 
(l = 270 нм) в спектре КД 
жидкокристаллических дис
персий комплексов 
ДНК-Хи от концентрации 
Хи в растворе 



Рис. 3. Спектры КД (а) 
[пояи(И) х поли(Ц)] в от
сутствии (кривая /) й 
присутствии Хи в рас
творе (кривые 2-5) 
1-5 - 0; 134; 157; 181 я 
204 мкг/мл Хи в растворе 
соответственно ММ = 
= 2 кДА; Сиц = 18 мкг/мл; за
висимость амплитуды поло
сы в спектре КД комплек
сов поли (И) х поли (Ц)-Хи 
при l - 270 нм от концент
рации Хи в растворе  

Рис. 4. Кривые малоуглового рассеяния рентгеновых лучей жидкокристаллической фазой 
комплекса ДНК-Хи при разных температурах 
/ - 20 °С; 2 - 8 0 °С; 3 - препарат 2, охлажденный до 20 °С; 



отрицательной) полосы в спектре КД происходит при тех же условиях, при ко
торых образуются дисперсии ДНК или [поли(И) х поли(Ц)], рассеивающие 
УФ-излучение. 

Теоретические вычисления спектров КД дисперсий ДНК [17] показывают, 
что интенсивная (аномальная) полоса в спектре КД, возникающая в области по
глощения азотистых оснований этой макромолекулы, отражает, прежде всего, 
образование дисперсий, для которых характерна так называемая жидкокри
сталлическая упаковка соседних молекул ДНК. Более того, эта упаковка долж
на быть спиральной. Поэтому на основании спектров КД можно сказать, что в 
результате фазового исключения нуклеиновых кислот образуются жидкокри
сталлические дисперсии, для которых характерна спирально-закрученная (хо-
лестерическая) пространственная структура. "Классический" холестерик, обра
зующийся при фазовом исключении линейных двухцепочечных правоспираль-
ных молекул ДНК, принадлежащих к В-семейству полинуклеотидов [18], обла
дает аномальной отрицательной полосой в спектре КД, что, согласно результа
там теоретических расчетов, свидетельствует о левой закрутке пространствен
ной холестерической структуры частиц дисперсий. В нашем случае (см. рис. 2) 
аномальная положительная полоса в спектре КД связана с возникновением хо
лестерической структуры частиц жидкокристаллической дисперсии, образован
ной из молекул комплексов ДНК-Хи. В отличие от "классических" холестери-
ков, для холестериков ДНК-Хи характерна положительная полоса в спектре 
КД и, следовательно, правая закрутка пространственной структуры. С учетом 
этой точки зрения можно утверждать, что молекулы комплекса, сформирован
ного между Хи и правоспиральными, двухцепочечными молекулами [по-
ли(И) х поли(Ц)], принадлежащими к А-семейству, образуют в выбранных ус
ловиях холестерическую дисперсию, имеющую, также, как и "классические" 
холестерики ДНК, левую закрутку пространственной структуры. 

Величина , характеризующая молярный круговой дихроизм, соответ
ствующий максимальной амплитуде аномальной полосы в спектре КД жидкок
ристаллической дисперсии комплекса НК-Хи, не зависит от концентрации НК. 
В частности, в случае комплекса ДНК-Хи, амплитуда этой полосы , выра
женная как (-85 отн. ед.), существенно превышает значение (~2 еди
ницы), характеризующее молекулярную оптическую активность азотисных ос
нований в изолированных молекулах ДНК. Постоянство величины в слу
чае и других дисперсий НК-Хи, свидетельствует о том, что в использованных 
условиях частицы жидкокристаллической дисперсии комплексов НК-Хи име
ют фиксированную пространственную структуру. 

Представляло интерес сопоставить рентгенографические параметры фаз, 
полученных в результате концентрирования жидкокристаллических дисперсий 
комплексов НК-Хи, имеющих разную аномальную оптическую активность. 

Рентгенографические параметры фаз. На рис. 4 приведены кривые рассея
ния рентгеновых лучей фазой комплекса ДНК-Хи при температуре 20 °С (кри
вая 1) и 80 °С (кривая 2), и этой же фазы, охлажденной до 20 °С после нагрева 
(кривая 3). На кривых рассеяния фазы, сформированной в результате концент
рирования частиц жидкокристаллической дисперсии комплекса ДНК-Хи, и 
имеющей положительную полосу в спектре КД, присутствует один четко выра
женный Брегговский рефлекс. Величина этого рефлекса, а также рентгеногра
фические параметры образованной фазы приведены в табл. 1. 

Отсутствие высших порядков малоуглового рефлекса на рентгенограммах 
свидетельствует об отсутствии регулярного трехмерного порядка в расположе
нии молекул комплексов ДНК-Хи, т.е. указывает на тот факт, что фаза не име-



Таблица 1. Рентгенографические параметры фазы, 
сформированной из комплекса ДНК-Хи 

Примечание. В числителе и знаменателе приведены значения с учетом и без учета коллимации 
пучка рентгеновского излучения соответственно. Звездочка означает, что приведенные значения 
получены для охлажденного образца. 

ет идеальной кристаллической структуры. Это означает, что в расположении 
соседних молекул комплексов ДНК-Хи может существовать только "ближ
ний", ориентационный порядок, характерный, в частности, для жидкокристал
лических фаз. 

Анализ данных, приведенных в табл. 1, позволяет выделить ряд важных об
стоятельств. Во-первых, расстояние между соседними молекулами ДНК в обра
зованной фазе (Dimt = 2dBra/31/2) составляет около 30 А. Во-вторых, это расстоя
ние уменьшается при изменении температуры в пределах от 20 до 80 °С. 
В-третьих, при охлаждении до 20 °С величина малоуглового рефлекса полно
стью восстанавливается. 

Представляют интерес данные рентгенографического анализа фаз, сфор
мированных из молекул [поли(И) х поли(Ц)], связанных в комплексы с моле
кулами Хи, имеющими разную мол. массу. На рис. 5 приведены кривые рас
сеяния рентгеновых лучей фазой комплекса [поли(И) х поли(Ц)-Хи], связан
ного с Хи ММ = 19 кДа (кривые 7 и 2) и Хи ММ = 2 кДа (кривая 3). Видно, что 
на кривых 1 и 2, характеризующих фазы, не имеющие аномальной полосы в 
спектре КД, Брегговский рефлекс выражен чрезвычайно слабо. В то же вре
мя на кривой 3, характеризующей фазу, имеющую интенсивную отрицатель
ную полосу в спектре КД (см. рис. 3), этот рефлекс присутствует. Величина 
рефлексов и рентгенографические параметры образованных фаз приведены 
в табл. 2. Брегговский рефлекс в случае фазы комплекса [поли(И) х по-
ли(Ц)-Хи] приблизительно на 2 А отличается от соответствующего рефлек
са в случае фазы комплекса ДНК-Хи. Приведенные в табл. 2 результаты сви
детельствуют о том, что молекулы [поли(И) х поли(Ц)] упорядочены в обо
их типах фаз, несмотря на наличие или отсутствие у них аномальной оптиче
ской активности. Таким образом, во всех случаях для комплексов НК-Хи 
действительно характерно упорядоченное, плотное, расположение соседних 
молекул. 



Следует отметить, что в литературе имеется лишь несколько работ, в ко
торых анализировались температурные изменения структурных параметров 
как "классических" холестерических фаз нуклеиновых кислот [19], образуе
мых в результате фазового исключения, так и фаз, образованных в резуль
тате комплексообразования НК с разными поликатионами [20]. Результаты 
этих работ показывают, что в случае "классических" холестерических фаз 
исходных двухцепочечных НК, изменение температуры сопровождается как 
увеличением расстояния между молекулами НК в холестерических фазах, 
так и заметными увеличением шага холестерической структуры [19, 21, 22]. 
Иная ситуация имеет место в тех случаях, когда фазы образованы в резуль
тате комплексообразования НК с различными соединениями. Небольшое 
уменьшение величины малоуглового рефлекса при нагревании фазы, обра
зованной в результате комплексообразования ДКН с Мп(СIO4)2, обнаружено 
в работе [23]. Следует отметить также, что температура оказывает весьма 
незначительное влияние на параметры холестерической фазы, образуемой 
комплексом ДНК-спермидин [20]. 

Полученные выше результаты показывают, что температурное поведение 
фазы комплекса ДНК-Хи, весьма близко поведению фаз, образуемых другими 
комплексообразователями с ДНК. Это поведение отличается в двух отношени
ях от поведения "классических" холестериков, сформированных в результате 
фазового исключения молекул ДНК в ПЭГ-содержащихз растворах. Во-пер
вых, для холестерической фазы характерно расстояние между молекулами 
ДНК в пределах от 30 до 51 [24] и, во-вторых, для этой фазы характерно за
метное (на 3-6 в зависимости от условий) увеличение расстояния между мо
лекулами ДНК при росте температуры [22]. Малое изменение Брегговского 
рефлекса при увеличении температуры показывает, что фазы комплексов 
НК-Хи не являются столь "жидкими", как холестерические фазы "голой" НК. 
Такое отличие, в сочетании с небольшой величиной Брегговского рефлекса, 
позволяет предположить, что фазы комплексов НК-Хи имеют упаковку, соот
ветствующую упаковке в переходной области между холестерической и гекса
гональной фазами [24]. 



Таблица 2. Рентгенографические параметры фазы, сформированной из комплексов 
[поли(И) х поли(Ц)-Хи] 

Примечание. Данные получены с учетом коллимации пучка рентгеновского излучения. 

В этой связи интересным является сопоставление рентгенографических па
раметров фаз комплексов НК-Хи и аномальной оптической активности жидко
кристаллических дисперсий. Анализ рентгенографических параметров, приве
денных в табл. 1 и 2, показывает, что рентгенографические параметры фаз 
комплексов ДНК-Хи и [поли(И) х поли(Ц)-Хи] отличаются незначительно. В 
то же время для дисперсий этих комплексов характерна аномальная оптическая 
активность разного знака (см. рис. 2 и 3). Такое несоответствие показывает, что 
расстояние между молекулами НК в образующихся фазах само по себе не явля
ется достаточным критерием, определяющим направление пространственной 
закрутки соседних молекул в фазе. 

Интересен вопрос о величине аномальной оптической активности, наблю
даемой в случае жидкокристаллических дисперсий комплексов НК-Хи. Если 
величина аномальной оптической активности связана (только) с расстоянием 
между молекулами НК в образующейся холестерической дисперсии [24], то 
следовало бы ожидать, что малому расстоянию между молекулами НК в об
разующейся фазе комплексов НК-Хи будет соответствовать малая аномаль
ная оптическая активность. Как следует из рис. 2-3, аномальная оптическая 
активность фаз (ДНК-Хи и [поли(И) х поли(Ц)-Хи], хотя и меньше актив
ности "классических" холестериков, однако она вполне с ней сопоставима. 
Учитывая тот факт, что аномальная оптическая активность наблюдается в по
лосе поглощения азотистых оснований, можно предположить, что при обра
зовании жидкокристаллических дисперсий из комплексов НК-Хи некоторые 
диффузионные степени свободы как самих молекул НК, так и азотистых ос
нований по отношению к оси молекул НК, является более ограниченными по 
сравнению с их степенями в дисперсиях исходных молекул НК. Такое "замо
раживание" может быть результатом специфического взаимодействия Хи с 
молекулами (парами оснований) НК; оно приводит к увеличению средней ано
мальной оптической активности жидкокристаллических дисперсий комплек
сов НК-Хи, несмотря на малое расстояние между молекулами НК в частицах 
этих дисперсий. 

Таким образом, можно предположить, что характер пространственной упа
ковки соседних молекул комплексов НК-Хи в жидкокристаллических диспер
сиях связан не только (и не столько) с расстоянием между молекулами нуклино-
вых кислот. 

С этой точки зрения было интересно определить влияние различных усло
вий на эффективность образования жидкокристаллических дисперсий НК-Хи. 



ОБРАЗОВАНИЕ ЖИДКОКРИСТАЛЛИЧЕСКИХ ДИСПЕРСИЙ 

Зависимость от молекулярной массы хитозана. На рис. 6 приведена зави
симость величины Скр от молекулярной массы препаратов Хи, использованных 
для приготовления дисперсий НК. Видно, что при длине молекулы Хи с ММ 
4 кДа эффективность образования комплексов как ДНК-Хи, так и [по-
ли(И) х поли(Ц)-Хи] резко уменьшается, что сопровождается ростом концент
рации Хи, необходимой для конденсации молекул этих полимеров. 

Таким образом, существует определенный предел длины молекул Хи, начи
ная с которого комплекс НК-Хи образуется кооперативно. 

Величины Скр, необходимые для образования дисперсий комплексов 
ДНК-Хи и [поли(И) х поли(Ц)-Хи], мало отличаются друг от друга при исполь
зовании препаратов Хи одинаковой мол. массы. В частности, в случае ДНК 
(15 мкг/мл), величина Скр составляет около 6 мкг/мл, а в случае [поли(И) х по-
ли(Ц)] (18 мкг/мл) - около 8 мкг/мл при использовании Хи с ММ 19 кДа. 

Максимальная аномальная оптическая активность дисперсий комплексов 
ДКН-Хи и [поли(И) х поли(Ц)-Хи] по-разному зависит от молекулярной массы 
Хи (рис. 7). Рисунок показывает, что аномальная оптическая активность дис
персий комплексов ДНК-Хи существует в широком ряду значений ММХ„ (кри
вая 1), тогда как область существования дисперсий, имеющих оптимальную оп
тическую активность в случае комплексов [поли(И) х поли(Ц)-Хи], является 
значительно более узкой (кривая 2). 

Зависимость от рН растворов. Хитозан, будучи первичным полиамином, 
имеет рК ~ 6,5. При этом величина рК зависит от степени дезацетилирования 
Хи (содержания аминогрупп в молекуле хитозана) [25]. Представляло интерес 
определить прежде всего тот интервал значений рН, в котором Хи может обра
зовывать комплексы с ДНК, способные к холестерической упаковке. 

На рис. 8 приведена зависимость величин Скр и для комплексов 
ДНК-Хи от рН растворов, использованных для приготовления жидкокристал
лических дисперсий. Обращает на себя внимание тот факт, что максимальная 
амплитуда полосы в спектре КД возникает в растворе, имеющем рН ~ 6,8, что 
вполне соответствует величине рК хитозана в водно-солевом растворе. Это оз
начает, что оптимальная холестерическая упаковка комплексов ДНК-Хи осу
ществляется при таких условиях, при которых степень ионизации Хи близка к 
50%. Видно также, что имеется связь между степенью ионизации Хи, использо
ванного для приготовления жидкокристаллической дисперсии, и аномальными 
оптическими свойствами частиц дисперсии. 

"Критические" концентрации Хи (см. рис. 1), необходимые для образования 
комплексов ДНК-Хи, остаются практически неизменными в области рН < 7, 
однако при рН > 7 наблюдается резкое увеличение "критической" концентра
ции Хи. Характерен при этом тот факт, что при рН ~ 8, т.е. в условиях, при ко
торых степень ионизации аминогрупп Хи невелика, измерения спектров погло
щения свидетельствуют (данные не показаны) об образовании дисперсии комп
лекса ДНК-Хи, рассеивающей излучение, тогда как в спектрах КД никаких из
менений не наблюдается ( ~ 2 отн. ед.). 

Рис. 8 показывает, что существуют, как минимум, два семейства частиц 
жидкокристаллических дисперсий ДНК-Хи, различающихся по характеру про
странственной упаковки молекул комплексов ДНК-Хи: для частиц первого се
мейства характерна аномальная положительная полоса в спектре КД, тогда как 
образование частиц второго семейства не приводит к изменениям в спектре КД. 
Можно отметить также, что имеется корреляция между степенью ионизации 



Рис. 6. Критическая концентрация Скр, необходимой для образования жидкокристалличе
ских дисперсий комплексов ДНК-Хи и[поли(И) х поли(Ц)]-Хи в зависимости от молекуляр
ной массы препаратов Хи. Светлые точки - данные для ДНК, темные - данные для [по-
ли(И) х поли(Ц)] Скр - см. рис. 1-3 

Рис. 7. Максимальная амплитуда полосы в спектре КД (l = 270 нм) жидкокристаллических 
дисперсий комплексов ДНК-Хи (кривая /) и [поли(И) х поли(Ц)]-Хи (кривая 2) в зависимо
сти от молекулярной массы Хи для Сиц = 18 мкг/мл; С д н к = 15 мкг/мл; 

молекул хитозана и способностью комплексов ДНК-Хи к образованию холе-
стерических жидкокристаллических дисперсий. 

Зависимость от ионной силы растворов. Величина Скр, как было сказа
но выше, зависит от концентрации ДНК. Оказалось, что как и в случае других 
полиаминов, образующих комплексы с ДНК [26-29], существует сложная за
висимость эффективности образования комплексов ДНК-Хи от свойств как 
молекул Хи, так и свойств растворителя (рис. 9). Величина Скр, которая в слу
чае полиаминокислот и полиаминов зависит от химической структуры исполь
зованного поликатиона, в случае Хи также зависит от химической структуры 
молекул Хи, использованных для комплексообраозвания, точнее, она зависит 
от содержания аминогрупп в препарате Хи (ММХи 14,6 кДа). Для каждого пре
парата Хи имеется определенный интервал ионной силы раствора, в пределах 
которого формируется комплекс ДНК-Хи, характеризуемый аномальной по
лосой в спектре КД. Выход за эти пределы со стороны растворов, имеющих 



Рис. 9. Критическая концентрация (а) образцов Хи с разным содержанием аминогрупп в за
висимости от концентрации NaCl в растворе 
1-4-46; 66; 75 и 85% аминогрупп, соответственно; принималась равной ММ^г 212,66; 216,86; 218,75; и 
220,85 Да мономерных единиц Хи соответственно; б- точки А - Е (усредненные значения Скр при соот
ветствующей концентрации NaCl в растворе для Хи с содержанием аминогрупп от 66 до 85%) были ис
пользованы для построения зависимости log Скр от log[NaCl] 

Рис. 10. Максимальная амплитуда полосы X = 270 нм в спектре КД жидкокристаллических 
дисперсий комплексов ДНК-Хи при различных CNaC1 в растворе Хи в зависимости от сред
него расстояния R между аминогруппами 

Рис. 11. Максимальная амплитуда полосы l = 270 нм в спектре КД жидкокристаллических 
дисперсий комплексов ДНК-Хи для образцов Хи с различным содержанием NH2-rpynn в за
висимости от концентрации NaCl в растворе 



высокую ионную силу, приводит к тому, что жидкокристаллическая диспер
сия комплекса ДНК-Хи, рассеивающая УФ-излучение, не образуется (см. 
рис. 9, правые части кривых 1-2). При очень низкой ионной сие растворов, од
нако, образуется такая дисперсия, для которой аномальная оптическая актив
ность не характерна. В частности, в случае препарата Хи (85% аминогрупп) в 
растворе ионной силы меньше 0,02 дисперсия комплекса ДНК-Хи, рассеива
ющая УФ-излучение, образуется, однако в спектре КД никаких изменений не 
наблюдается. Аналогичная ситуация отмечена также в случае использования 
препарата Хи (46% аминогрупп) для приготовления дисперсий в растворе ион
ной силы 0,1. 

Зависимость, приведенная на рис. 9, отражает полиэлектролитную природу 
образования комплекса ДНК-Хи, поскольку между величиной log(CKp), связан
ной с константой равновесия образования комплекса ДНК с Хи, и log(NaCl) 
имеется прямолинейная зависимость [27]. 

Зависимость аномальных оптических свойств жидкокристаллических 
дисперсий комплексов ДНК-хитозан от расстояния между аминогруппами в 
молекулах хитозана. На рис. 10 приведены зависимости величин от рас
стояния между аминогруппами в молекулах Хи, использованных для приготов
ления дисперсий в растворах разной ионной силы. Среднее расстояние между 
аминогруппами в образцах Хи рассчитывали по соотношению = 
2(5,15 х 100%)/(NH2), где 5,15 А - расстояние между двумя соседними мономер
ными единицами Хи [21, 22]. Коэффициент 2 учитывает тот факт, что в силу 
стерических ограничений соседние аминогруппы Хи принимают участие в ней
трализации отрицательных зарядов фосфатных групп ДНК по типу "через од
ну"; NH2 - процентное содержание аминогрупп в образце Хи. 

Обращает на себя внимание тот факт, что аномальная оптическая актив
ность является сложной функцией расстояния между аминогруппами в молеку
лах Хи и ионной силы растворов. Приведенные кривые показывают, что соче
тание двух параметров, а именно, ионной силы и содержания аминогрупп, опре
деляет возможность формирования двух типов холестерических жидкокристал
лических дисперсий ДНК-Хи, характеризуемых или отрицательной, или поло
жительной аномальной полосой в спектре КД. Кроме того, при определенном 
сочетании этих же параметров, можно формировать дисперсии, не обладающие 
аномальной оптической активностью, причем величина обращает в нуль 
как при больших, так и при малых расстояниях между аминогруппами в моле
кулах Хи. Характерно при этом, что в растворах, имеющих очень низкую ион
ную силу (0,001 и 0,01), в которых формируются дисперсии комплекса ДНК-Хи, 
зависимости величины от расстояния между аминогруппами Хи принадле
жат к семейству, отличающемуся от семейства кривых, регистрируемых при бо
лее высокой ионной силе (от 0,05 до 0,5). 

В этой связи представляет интерес зависимость амплитуды аномальной по
лосы в спектре КД от концентрации соли в растворе, которую можно постро
ить на основании данных рис. 10. Приведенные на рис. 11 кривые характеризу-
ют области существования холестерических жидкокристаллических дисперсий 
ДНК-Хи, сформированных из молекул Хи, имеющих разное содержание ами
ногрупп. Видно, что область существования холестерических дисперсий име
ющих только положительную полосу в спектре КД для препарата Хи, содержа
щего 85% аминогрупп, является достаточно широкой. В то же время для препа
рата Хи, содержащего 46% аминогрупп, эта область является весьма узкой, при
чем при этом возникает холестерическая дисперсия, имеющая только отрица-



тельную полосу в спектре КД. Однако для препаратов Хи с 75%-ным содержа
нием аминогрупп можно формировать дисперсии, характеризуемые как поло
жительной, так и отрицательной полосами в спектре КД. 

Таким образом, для жидкокристаллических дисперсий комплекса НК-Хи 
характерна множественность пространственных форм, зависящая от конкрет
ных условий образования этих дисперсий. Упаковка молекул комплексов 
НК-Хи в частицах жидкокристаллических дисперсий зависит от двух фунда
ментальных параметров молекулы Хи: степени деацетилирования и степени по
лимеризации (т.е. от ММ). При этом конформация основной цепи Хи, тип и по
ложение ионизируемых аминогрупп являются важными факторами, определя
ющими направление пространственной упаковки молекул НК-Хи в жидкокри
сталлических дисперсиях. 

Об особенностях взаимодействия молекул хитозана с нуклеиновыми кис
лотами. На основании приведенных выше результатов и данных, известных из 
литературы [30, 31], можно попытаться рассмотреть некоторые молекулярные 
особенности взаимодействия Хи с молекулами НК. 

Следует сразу же отметить, что комплексообразование между макромолеку
лами существенно отличается по своим характеристикам от образования комп
лексов между низкомолекулярными соединениями. Такое отличие обусловлено 
"полимерными эффектами", при которых достаточно стабильные комплексы 
образуются даже в том случае, когда энергия взаимодействия между макромоле
кулами невелика. Поэтому кажущаяся константа равновесия чрезвычайно высо
ка, и реакция между макромолекулами, по существу, необратима. Комплекс ме
жду макромолекулами всегда более стабилен по сравнению с комплексом моно
мер-мономер или мономер-макромолекула. Изменение свободной энергии для 
макромолекулярных комплексов является функцией степени полимеризации, 
причем константа равновесия резко увеличивается при определенной критиче
ской длине полимерной цепи. В пользу образования именно такого комплекса 
между молекулами Хи и НК свидетельствует то, что D-глюкозамин (основной 
компонент Хи) не образует нерастворимого комплекса с НК. Кроме того, эффе
ктивность образования жидкокристаллических дисперсий НК резко зависит 
ММХи (см. рис. 6). Если принять, что "средняя" молекулярная масса мономерно
го звена Хи составляет около 200, то можно сказать, что начиная с длины моле
кулы Хи, эквивалентной (4000/200) 20 мономерным звеньям, т.е. около 100 
[30, 31], Хи начинает кооперативно взаимодействовать с молекулами ДНК. (При 
таком расчете не учитывается тот факт, что в выбранных условиях (см. выше) 
лишь 50% аминогрупп Хи могут взаимодействовать с ДНК и, кроме того, в силу 
особенностей пространственной структуры молекул Хи [30, 31], с отрицательно-
заряженными фосфатными группами ДНК могут взаимодействовать аминогруп
пы по типу "через одну".) Этот результат в принципе означает, что минималь
ный фрагмент двухцепочечной молекулы ДНК, который может образовать "не
растворимый" комплекс с Хи, должен содержать в своем составе около 30 пар 
оснований, что вполне согласуется с результатами оценок 15-20 других авторов 
[8], исследовавших осаждение молекул ДНК под действием Хи. 

При начальном добавлении Хи, когда на молекулах НК имеется избыток 
отрицательно заряженных фосфатных групп, доступных для связывания с поло
жительно заряженными аминогруппами Хи, взаимодействие Хи с ДНК сопро
вождается выделением тепла, что соответствует экзотермическому процессу 
[32]. Экзотермический процесс свидетельствует об образовании комплекса за 
счет электростатического взаимодействия между молекулами Хи и ДНК. Нали
чие электростатического вклада в механизм связывания Хи с ДНК может быть 



проиллюстрировано по изменению константы связывания в присутствии одно
валентных солей. В этой связи интерес представляют данные, приведенные на 
рис. 9, относящиеся к образованию комплекса ДНК-Хи. Если принять, что ве
личина Скр связана с константой равновесия образования комплекса ДНК с Хи, 
то следует ожидать, что зависимость log Скр от log NaCl будет носить прямоли
нейный характер [25]. Действительно, в интервале ионных сил до 0,5 для препа
ратов Хи, имеющих в своем составе 66, 75 и 85% аминогрупп, такая зависимость 
наблюдается (см. правую часть рис. 9). Однако на полученную прямую не ло
жатся точки, относящиеся к препарату Хи, имеющему 46% аминогрупп. Это по
казывает, что конформация основной цепи Хи в сочетании с концентрацией 
(положением) ионизируемых аминогрупп является важным фактором при обра
зовании полиэлектрических комплексов этого аминосахара с НК. 

Экзотермический процесс вносит существенный вклад в свободную энер
гию взаимодействия Хи с НК. По мере того, как места связывания заполняют
ся, эффективность выделения тепла уменьшается и, наконец, когда все места 
заняты, комплекс становится электронейтральным, и Хи более не связывается. 
Небольшой эндотермический эффект, наблюдаемый при соотношении зарядов 
1:1,2 (-/+), можно рассматривать как указание на то, что преимущественной 
компонентой свободной энергии становится энтропия. Перестроение структу
ры молекул хитозана (и, возможно, НК) с последующим фазовым разделением 
и образованием дисперсии комплекса НК-Хи, обеспечивает энтропийную со
ставляющую свободной энергии процесса взаимодействия Хи с НК. 

Таким образом, в водно-солевом растворе обеспечиваются условия, в част
ности, осмотическое давление, при которых взаимодействие между молекулами 
Хи, несущими отрицательно заряженные аминогруппы, и двухцепочечными ли
нейными молекулами НК, несущими отрицательно заряженные фосфатные 
группы, оказывается достаточным для фазового исключения молекул образую
щихся комплексов НК-Хи, и образования дисперсных частиц, состоящих из мо
лекул этих комплексов. Следует добавить, что согласно предварительным ре
зультатам, полученным методом атомной силовой микроскопии, эти частицы 
имеют форму, близкую к сферической и средний диаметр порядка 5000 . 

Можно предполагать, что молекула Хи взаимодействует с НК таким спосо
бом, при котором аминогруппы сахарных остатков Хи не только нейтрализуют 
отрицательные заряды фосфатных групп НК, но и создают специфическое рас
пределение положительно заряженных аминогрупп вблизи поверхности НК. Не 
исключено при этом, что молекулы Хи выполняют при этом две функции. Во-
первых, они выполняют роль "сшивок", обеспечивающих плотную упаковку со
седних молекул НК, и, во-вторых, они выполняют роль "среды", влияющей на 
характер и эффективность взаимодействия между соседними молекулами НК. 
Это означает, что существенный вклад в процесс взаимодействия Хи с НК (кро
ме ионного взаимодействия) может вносить конформация углеводной цепи мо
лекулы Хи и она должна учитываться при создании рациональной теории, опи
сывающей взаимодействие Хи с молекулами НК. 

Способ распределения аминогрупп сахарных остатков Хи на поверхности 
молекулы НК может определять характер взаимодействия соседних молекул 
НК при их сближении, а следовательно, и направление пространственной за
крутки этих молекул в образующихся жидкокристаллических дисперсиях (фа
зах). О том, что характер распределения положительных зарядов вблизи по
верхности молекулы НК влияет на оптические свойства дисперсий, свидетель
ствует тот факт, что дисперсия комплекса [поли(И) х поли(Ц)] с ММХи 19 кДа 
не имеет аномальной оптической активности, тогда как дисперсия, сформиро-



ванная из этого полинуклеотида на основе ММХи 2 кДа, такой активностью 
обладает. 

Таким образом, конформация основной цепи Хи в сочетании с типом и по
ложением ионизируемых групп является важным фактором при образовании 
частиц дисперсии, имеющих аномальную оптическую активность. 

Интересен вопрос о временной стабильности оптических свойств жидко
кристаллических дисперсий комплексов Хи с НК. Можно предполагать, что в 
силу пространственной структуры комплекса (НК-Хи), частицы жидкокристал
лической дисперсии этих комплексов обладают некоторым электростатиче
ским потенциалом, большим по сравнению с потенциальной энергией их Ван-
дер-Ваальсова взаимодействия; и это обстоятельство может обеспечивать ста
бильность частиц по отношению к дальнейшей агрегации. Предположение тре
бует дополнительной экспериментальной проверки. 

ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ ОПИСАНИЕ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МОЛЕКУЛ КОМПЛЕКСОВ (ДНК-ХИТОЗАН), 

ПРИВОДЯЩЕГО К ОБРАЗОВАНИЮ ЖИДКИХ КРИСТАЛЛОВ 
С РАЗНЫМИ ОПТИЧЕСКИМИ СВОЙСТВАМИ 

Согласно существующим в настоящее время теоретическим представлени
ям [33] упорядоченное расположение электрических диполей вдоль длинных 
осей спиральных молекул полимеров может влиять на свойства жидкокристал
лической фазы (дисперсии), образующейся при фазовом исключении этих по
лимеров. При этом предполагается, что диполи перпендикулярны оси молеку
лы полимера и равномерно вращаются вокруг нее, образуя собственную спи
ральную структуру. Кроме того, молекулы полимеров обладают короткодейст
вующим отталкивающим стерическим взаимодействием, благоприятствующим 
нематической упорядоченности соседних молекул полимеров в образующейся 
фазе, и диполь-дипольным взаимодействием, играющим роль возмущения, ко
торое обусловливает появление спиральной закрутки фазы, т.е. приводит к по
явлению холестерической фазы. В зависимости от направления пространствен
ной закрутки спиральная структура образующейся фазы характеризуется ано
мальной оптической активностью разного знака. 

Известно, что конденсация комплексов, образующихся при взаимодействии 
двухцепочечных, жестких линейных молекул ДНК с полипептидами, имеющи
ми разную химическую структуру и несущими положительно заряженные ами
ногруппы, приводит к образованию холестерических жидкокристаллических 
фаз (дисперсий). При этом они обладают разными знаками аномальной оптиче
ской активности [34]. Известно также, что в случае жидкокристаллических дис
персий ДНК, направление спиральной закрутки их холестерической структуры 
меняется при увеличении температуры или уменьшении диэлектрических 
свойств растворителя [35, 21], что на основании рассматриваемой теории мож
но объяснить нарушением баланса сил стерического отталкивания и дисперси
онного взаимодействия спиральных сегментов этой молекулы. Направление 
пространственной закрутки холестерической структуры частиц жидкокристал
лической дисперсии ДНК меняется и в том случае, когда для конденсации ис
пользуют молекулы ДНК, предварительно связанные в комплекс с антибиоти
ками антрациклиновой группы [21]. В работе [36] предложен возможный меха
низм этого явления. Когда планарная молекула дауномицина (ДАУ) интеркали-
рует между парами оснований ДНК, на поверхности ДНК "остаются" заряжен
ные аминогруппы сахарных остатков ДАУ. Поэтому вдоль длинной оси моле-



кулы ДНК возникает спиральное распределение эффективных поперечных ди
полей, которое вносит дополнительный вклад в хиральное взаимодействие ме
жду молекулами ДНК. При определенных значениях среднего расстояния меж
ду соседними положительными зарядами, обусловленными наличием молекул 
ДАУ возникающий дополнительный вклад приводит к изменению направления 
спиральной закрутки образующейся холестерической структуры, образованной 
молекулами комплекса (ДНК-антибиотик). 

Феноменологическое выражение для свободной энергии холестерического 
жидкого кристалла имеет следующий вид [33, 35]: 

где п(r) - единичный вектор, задающий среднюю ориентацию длинных осей мо
лекул, образующих жидкий кристалл; К22 - постоянная упругого кручения; l -
псевдоскалярный параметр, определяющий холестерический поворот и завися
щий только от хиральной части потенциала взаимодействия между молекулами. 

В случае холестерического кручения пх = cos (z), ny = sin q(z), nz = О и мини
мум свободной энергии соответствует спиральному распределению директора 
п(r) с шагом (Р) 

В работе [36] показано, что для молекул ДНК, связанных с антрациклино-
вым антибиотиком, электростатическое взаимодействие между двумя заряжен
ными спиральными структурами комплексов (ДНК-антибиотик) вносит следу
ющий вклад в параметр l: 

где - шаг спиральной структуры В-фор-
мы молекулы ДНК; r0 - радиус молекулы ДНК; L - длина молекулы ДНК; р -
число молекул ДНК в единице объема; s - число ближайших соседей; R0 - сре
днее расстояние между молекулами ДНК в образующейся фазе; b - среднее рас
стояние между соседними положительными зарядами молекул антибиотика. 

Экспоненциальный член в уравнении (3) отвечает электростатическому эк
ранированию отрицательных зарядов фосфатных групп ДНК противоионами, 
находящимися в растворе. 

Шаг холестерической структуры жидкого кристалла ДНК определяется 
двумя факторами: параметром ld, зависящим от концентрации связанного анти
биотика, которая влияет на величину Ь, и от вклада всех остальных хиральных 
взаимодействий между цепочками ДНК, т.е. от l0. 

где Р - шаг макроскопической спирали холестерической структуры, образован
ной молекулами ДНК. 

При определенных значениях Ъ величина l0 - ld обращается в нуль, из-за 
чего спиральная закрутка холестерической фазы (дисперсии) комплекса 
(ДНК-антибиотик), исчезает, а следовательно, исчезает аномальная оптиче
ская активность образующейся жидкокристаллической фазы (дисперсии). Бо
лее того, при определенных соотношениях между величинами l0 И ld возможно 
изменение знака исходной аномальной оптической активности холестерика. В 
работе [37] был отмечен эффект изменения знака полосы при конденсации мо
лекул ДНК, связанных предварительно с увеличивающейся концентрацией ан-
трациклиновых антибиотиков. (Следует отметить, что увеличение концентра-



ции антибиотика эквивалентно уменьшению расстояния между положительны
ми зарядами на поверхности ДНК.) 

Можно предположить, что аналогичный механизм имеет место и для систе
мы (ДНК-Хи). Действительно, спиральные молекулы Хи содержат в своем со
ставе аминогруппы, несущие в использованных условиях (рН ~ 7) частичный по
ложительный заряд. Однако в силу пространственных особенностей молекул 
Хи, аминогруппы могут взаимодействовать с фосфатными группами ДНК по 
типу "через одну" [30, 31]. Это приводит к тому, что полимерные цепочки Хи 
взаимодействуя с ДНК, не только ориентируются вдоль длинной оси этой моле
кулы, но и образуют спиральную структуру электрических диполей. При опре
деленном расстоянии b между заряженными аминогруппами Хи, расположен
ными вдоль ДНК, соответствующее диполь-дипольное взаимодействие может 
компенсировать вклад дисперсионного хирального взаимодействия между мо
лекулами ДНК. В этом случае направление пространственной закрутки спи
ральной структуры холестерической фазы (дисперсии) комплекса (ДНК-Хи) 
может измениться, что в свою очередь приведет к изменению знака аномальной 
оптической активности этой фазы (дисперсии). 

Учитывая тот факт, что молекулярная масса ДНК, использованной в опы
тах по комплексообразованию с хитозаном составляла около 7 • 105 Да, что со
ответствует длине молекулы L(3,5) • l0-7 м; величина R0, оцененная при помо
щи рентгенографического анализа, составила -29 • 10-10 м. Вычисления ld про
водили для разных значений параметра х (определяемого ионной силой раство
ра) при следующих значениях остальных параметров (см. уравнение (3)): р = 
= 1025 м-3; r0 = 10 • 10-10 м; а = 6; Т= 25 °С. 

На рис. 12 приведены несколько теоретических кривых, рассчитанных для хо-
лестерических дисперсий комплексов (ДНК-Хи) в разных условиях. Кривые 1-4 
соответствуют значениям параметра, х, рассчитанного, исходя из ионной силы 
растворов; кривая / - 0,1; кривая 2 - 0,105; кривая 3 - 0,115; кривая 4 -
0,13 • 10-8 см-1. Расчеты по уравнению (3) проводили при следующих значениях па
раметров: r0 = 10 • 10-8 см - радиус молекулы ДНК; L = 3500 • 10-8 см - длина мо
лекулы ДНК R0 = 29 • 10-8 см - среднее расстояние между молекулами ДНК в об
разующейся жидкокристаллической фазе комплекса (ДНК-хитозан) (неопублико
ванные данные); d = r0- 4,803 • 10-10 ед. СГСЕ; р = 1019 см-3 - число молекул ДНК 
в единице объема; j = 1; s = 6 - число ближайших соседей у молекулы ДНК в жид-



кокристаллической фазе; Т = 298 К; 
k = 1,38 • 10-16 эрг/К; q = 2(3,1315926/ps); 
где ps = 34 • 10-8 см - шаг спиральной 
структуры В-формы ДНК. 

Несмотря на тот факт, что как сама 
теория, использованная в работе [36], 
так и проведенные расчеты носят при
ближенный характер и не принимают 
во внимание такие параметры, как по
лимерная природа молекул Хи, возмож
ное изменение конформации молекул 
хитозана в растворах разной ионной си
лы и т.д., из проведенного расчета выте
кают несколько следствий положений. 

1. Величина ld меняется при 
уменьшении расстояния между заря
женными группами в молекуле Хи и 
При определенных расстояниях между 
заряженными группами в молекуле 
Хи величина ld обращается в нуль; 

2. При уменьшении ионной силы 
растворов, в которых формируется 
холестерическая фаза комплекса 
ДНК-Хи, параметр ld увеличивается. 

Если учесть, что параметр ld связан с шагом холестерической спиральной 
структуры согласно формуле (4), то уменьшение шага холестерической струк
туры дисперсии комплекса ДНК-Хи означает, что по мере уменьшения ионной 
силы раствора может происходить закрутка спирали холестерической структу
ры жидкого кристалла ДНК-Хи. В этом случае можно ожидать увеличения 
аномальной оптической активности этой структуры. Разумеется, что шаг холе
стерической структуры связан не только с величиной ld, но и величиной l0 (см. 
уравнение (4)). Поэтому очевидно, что теория еще не достаточно совершенна, 
чтобы с ее помощью предсказать знаки аномальной оптической активности хо-
лестериков образующихся из молекул комплексов ДНК-Хи, однако, вполне по
зволяет предсказать изменения аномальной оптической активности при измене
нии величины b или ионной силы растворов. Это открывает возможность для 
экспериментальной проверки приведенных выше следствий теории. 

На рис. 10 были показаны экспериментальные кривые, характеризующие 
аномальную полосу в спектрах КД холестерических дисперсий комплексов 
ДНК-Хи, полученных в разных условиях. Из сопоставления приведенных кри-
вых следуют несколько важных выводов: 

Знак аномальной полосы в спектре КД холестерической фазы комплекса 
ДНК-Хи меняется при уменьшении величины b, т.е. расстояния между заря
женными аминогруппами в молекуле Хи. 

Если этот вывод является правильным, то он означает, что введение допол
нительного числа заряженных групп в состав комплекса ДНК-Хи должно вли
ять на величину и даже знак аномальной полосы в спектре КД. Это положение 
может быть проверено экспериментально. 

На рис. 13 приведены спектры КД дисперсий, образованных из комплексов 
ДНК-Хи (кривая 1) и этих же дисперсий, обработанных ДАУ (кривая 2, 
18,5 • 10-6 М ДАУ в растворе). Видно, что при концентрации Хи, превышающей 



Скр, в спектре КД в области поглощения ДНК (l ~ 270 им) присутствует интен
сивная положительная полоса, характерная для жидкокристаллической дис
персии этого комплекса. Однако, обработка дисперсии комплекса ДНК~Хи да-
уномицином, молекулы которого интеркалируют (встраиваются) между пара
ми оснований ДНК, приводит не только к инверсии знака аномальной полосы 
в спектре КД - вместо положительного (см. рис. 13, кривая 1) знак полосы ста
новится отрицательным (кривая 2), но и к появлению двух полос, расположен
ных в разных областях спектра КД. С учетом результатов теоретических рас
четов [17] и полученных выше экспериментальных данных, можно сказать, 
что молекулы комплекса ДНК-ДАУ-Хи образуют холестерическую диспер
сию, первоначальная, правая закрутка пространственной структуры которой 
меняется на левую при определенной степени интеркаляции молекул ДАУ ме
жду парами оснований ДНК. Следует при этом отметить, что, несмотря на из
менение знака аномальной оптической активности, рентгенографические па
раметры фазы комплекса ДНК-Хи и фазы комплекса ДНК-ДАУ-Хи практи
чески не различаются между собой. Следовательно, направление пространст
венной закрутки фазы комплекса ДНК-Хи не связано с величиной Бреггов-
ского рефлекса. Это означает, что интеркаляция молекул ДАУ, несущих поло 
жительнозаряженный аминосахарный остаток, между парами оснований ДНК 
в составе комплекса ДНК-Хи не оказывая влияния на расстояние между моле
кулами ДНК в образующейся дисперсии, может менять только характер рас
пределения положительных зарядов вблизи поверхности ДНК. Результатом 
этого процесса является изменение положительного знака аномальной полосы 
в спектре КД на отрицательный. 

В пользу правильности положения 1 свидетельствует также тот факт, что 
обработка ДАУ холестерической жидкокристаллической дисперсии (по-
ли(И) х поли(Ц)-Хи) не вызывает никаких изменений ее аномальной оптиче
ской активности, поскольку молекулы ДАУ не могут интеркалировать между 
парами оснований этого полинуклеотида, а, следовательно, не могут влиять на 
характер распределения зарядов вблизи его поверхности. 

При фиксированном расстоянии между аминогруппами, в частности при b 
равном 14 , уменьшение ионной силы растворов, в которых формируется хо-
лестерическая фаза комплекса (ДНК-Хи), сопровождается вначале увеличени
ем амплитуды отрицательной полосы в спектре КД этой фазы с последующим 
изменением знака этой полосы при ионной силе около 0,02 (см. также рис. 11). 

Этот результат вполне соответствует экспериментальным данным работы 
[37], согласно которым, чем меньше шаг холестерической структуры частиц 
жидкокристаллической дисперсии ДНК, тем выше амплитуда аномальной по
лосы в спектре КД. 

Из комплексов (ДНК-Хи) при определенных условиях можно сформиро
вать фазы, которые не имеют аномальной полосы в спектре КД. 

Действительно, при формировании дисперсий из комплексов (ДНК-Хи) в 
растворах, имеющих рН - 8 (см. рис. 8), несмотря на появление "кажущейся" оп
тической плотности, форма полосы в спектре КД, характерная для исходной 
В-формы ДНК, не меняется и аномальная полоса в спектре КД в этих условиях 
не появляется. Этот факт интересен с двух точек зрения. Во-первых, он еще раз 
свидетельствует о том, что рассеяние само по себе не определяет появление 
аномальной полосы в спектре КД. Во-вторых, он показывает, что характер 
пространственной упаковки молекул комплексов (ДНК-Хи) в дисперсиях, свя
зан с точным балансом сил взаимодействия между этими молекулами, причем в 
таком взаимодействии участвуют разные типы сил. 



Таким образом, несмотря на приближенный характер проведенных расче
тов, основные следствия теории [36] согласуются с экспериментальными ре
зультатами. Следовательно, существует множественность типов упаковки мо
лекул комплексов (НК-Хи) в жидкокристаллических дисперсиях; кроме того, 
физико-химические свойства этих дисперсий легко меняются в ответ на измене
ние свойств как молекул Хи, так и свойств раствора, используемого для форми
рования этих дисперсий. 

Приведенные в настоящем обзоре данные показывают, что взаимодействие 
Хи с линейными двухцепочечными молекулами НК зависит от многих факто
ров и приводит к образованию жидкокристаллических дисперсий комплексов 
(НК-Хи), которые обладают оптическими и рентгенографическими свойства
ми, отличающимися от свойств "классических" холестериков. Фактором управ
ления пространственной структурой образующихся дисперсий является распре
деление положительных зарядов (расстояние между зарядами, конформация Хи 
и т.д.) в полимерной цепи молекулы Хи, взаимодействующей с молекулой НК. 
Такое взаимодействие обеспечивает не только нейтрализацию отрицательных 
зарядов фосфатных групп НК, но и позволяет "вводить" дополнительный поло
жительный заряд в поверхностный слой молекулы НК, что, в свою очередь, оп
ределяет величину анизотропного вклада в свободную энергию взаимодействия 
соседних молекул НК. 

В заключение можно сформулировать ряд направлений исследований, по 
которым могут проводиться работы, необходимые для создания эффективной 
системы трансфекции на основе молекул Хи: 

1. Целесообразным представляется изучение возможности перехода плаз-
мидных (кольцевых, замкнутых) молекул ДНК, т.е. тех молекул, которые наи
более часто используются для трансфекции, в жидкокристаллическое состоя
ние при образовании комплексов с Хи, а также особенностей этого состояния в 
случае плазмидных ДНК. 

2. Большой интерес представляет вопрос о том, зависит ли эффективность 
трансфекции при помощи комплексов Хи-ДНК от того, имеют ли частицы это
го комплекса упорядоченную, в данном случае, жидкокристаллическую, или 
аморфную структуру. Интерес представляет также изучение трансфекции при 
помощи комплексов, имеющих разную закрутку холестерической пространст
венной структуры. 

Очевидно, что зависимость эффективности перехода молекул ДНК в жид
кокристаллическое состояние от многих факторов, делает затруднительным со
поставление результатов, получаемых в работах разных авторов. Это означает, 
что при выборе условий трансфекции, необходимо учитывать свойства образу
ющихся жидкокристаллических дисперсий комплексов Хи с ДНК, кроме того, 
целесообразно, чтобы сами условия трансфекции были стандартизованы. 

Можно добавить, что факт зависимости оптических свойств жидкокристал
лических дисперсий комплексов (НК-Хи) от целого ряда параметров открыва
ет возможность для использования оптических свойств этих дисперсий в каче
стве теста качества (включая определение временной стабильности) препара
тов Хи перед их применением в медицинских или биотехнологических целях. 
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Производные хитина и хитозана считаются перспективными биоматериала
ми будущего. По некоторым оценкам, предполагаемый объем производства из
делий из этих биополимеров в 2005 г. составит $ US ~2 млрд, из которых -75% 
будет использовано в пищевой, косметической и фармацевтической промыш-
ленностях, а также в биотехнологии, сельском хозяйстве и др. [1,2]. Для России, 
обладающей значительными ресурсами ракообразных для производства хитина 
(крабы, креветки, криль, гаммарус и др.), практическое использование произ
водных хитина имеет особое значение [3]. 

Интерес к хитину и хитозану связан с их уникальными физиологическими и 
экологическими свойствами такими как биосовместимость, биодеструкция, фи
зиологическая активность при отсутствии токсичности, способность к селек
тивному связыванию тяжелых металлов и органических соединений и др. [1]. 
Для полномасштабного использования производных хитина в различных произ
водствах необходимо, с одной стороны, иметь представление о коллоидных 
свойствах этих биополимеров в смешанных растворах с другими компонентами 
(например, с ПАВ) и, с другой стороны, уметь управлять этими свойствами для 
достижения оптимального технологического эффекта. К коллоидным свойст
вам полимеров мы относим прежде всего их способность к адсорбции на меж
фазных поверхностях различной природы, стабилизирующую способность по 
отношению к дисперсным системам (эмульсиям, пенам, суспензиям), а также 
структурообразование (агрегирование, мицеллообразование, гелеобразование) 
в различных физико-химических условиях. 

Для увеличения растворимости хитина и хитозана в водных средах исполь
зуют N- и О-карбоксиметилирование [4-6], и сульфатирование [7], что делает 
удобным их использование и расширяет области практического применения 
[8-13]. Гидрофобное модифицирование водорастворимых производных хитина 
и хитозана путем ковалентного присоединения алкильных или других гидро
фобных функциональных групп [14-16] (рис. 1), придает этим полиэлектроли
там амфифильные свойства, т.е. делает их поверхностно-активными. 

Особый интерес для практических приложений имеет свойство водорас
творимых анионных и катионных производных хитина и хитозана образовы
вать динамические ассоциаты с противоположно заряженными молекулами 
ПАВ в смешанных водных растворах [17-19]. Такие ассоциаты - так называ
емые ПАВ-полиэлектролитные комплексы (ПАВ-ПЭК), характеризуются 
аномально высокой (по сравнению с образующими их компонентами) меж
фазной активностью и стабилизирующей способностью по отношению к 
эмульсиям и пенам [17, 20-21]. Тонкое регулирование коллоидных свойств 
гидрофобизованных производных хитина и хитозана, а также их ПАВ-ПЭК, 
может быть осуществлено изменением длины алкильных радикалов и степе
ни алкилирования, а также выбора оптимальных ПАВ и их концентрации в 
смешанных растворах [23-25]. 
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Рис. 1. Водорастворимые продукты химической модификации хитина 

Большой интерес для микрокапсулирования биологически активных ве
ществ представляет способность гидрофобно-модифицированных производных 
хитина и хитозана образовывать физические гели с высокоупорядоченной вну
тренней наноструктурой мицеллярного типа [26-27]. Такие гелеподобные мате
риалы могут найти применение в медицине для производства носителей лекар
ственных средств, ферментов и генетического материала пролонгированного 
действия [28-29]. 

В данном обзоре изложены коллоидные аспекты образования и свойств 
ПАВ-полиэлектролитных комплексов на основе производных хитина и хитоза
на в связи с их применением в косметике, биотехнологии, медицине и др. 

ОБРАЗОВАНИЕ 
И СВОЙСТВА ПАВ-ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТНЫХ КОМПЛЕКСОВ 

Образование (ПАВ-ПЭК) между производными хитина и ПАВ в смешан
ных водных растворах имеет большое значение для различных практических 
приложений. Например, свойство хитозана - катионного производного хити
на, - связывать свободные жирные кислоты при низких рН с образованием не
растворимых комплексов позволяет применять его в качестве "поглотителя 
жира" в пищевых добавках [1], для рафинирования пищевых жидкостей [30], 
очистки сточных вод пищевых производств [31] и др. [32]. 

Согласно сложившимся представлениям, процесс образования ПАВ-ПЭК в 
смешанных водных растворах противоположно заряженных макроионов поли-



электролита (ПЭ) и ионов ПАВ (рис. 2) является кооперативным, что обуслов
лено определяющей ролью гидрофобных взаимодействий между молекулами 
ПАВ, образующих агрегаты (мицеллоподобные кластеры), связанные с макро-
молекулярной цепью [33-42]. 

Аналогично критической концентрации мицеллообразования (ККМ) в ин
дивидуальных растворах ПАВ, агрегирование в смешанных растворах с образо
ванием стехиометричных по заряду комплексов происходит при критической 
концентрации агрегирования (ККА или Ссас), которая в 10-100 раз меньше 
ККМ (рис. 3). При этом, как правило, образуются нерастворимые стехиомет-
ричные ПАВ-ПЭК, которые выпадают (преципитируют) в осадок при критиче
ской концентрации преципитации (ККП). При увеличении гидрофобности по
лиэлектролита кооперативность агрегирования снижается [43-47], что приво
дит к образованию нестехиометрических ПАВ-ПЭК. Одним из доказательств 
образования нестехиометричных нерастворимых ПАВ-ПЭК в лабораторном 
масштабе времени является плавное изменение электрокинетического потен
циала агрегатов, измеренного методом электрофореза [48] (рис. 4). 

Количественное описание взаимодействия между ионным ПАВ и полиэлек
тролитом в смешанных растворах основано на рассмотрении термодинамиче
ских моделей агрегирования молекул ПАВ в присутствии макроионов и проти-



воинов в растворе [40-42, 51, 52]. Эти модели основаны на рассмотрении раз
личных энергетических вкладов в свободную энергию комплексообразования 

в системах ПАВ-полиэлектролит, отличаясь деталями учета относительно
го вклада различных механизмов взаимодействия в таких системах (рис. 5). Це
лью таких моделей является объяснение влияния различных физико-химиче
ских параметров (концентраций ПАВ - Cs ("s" - surfactant) и ПЭ - Ср, рН рас
твора и концентрации электролита - Csalt, строения макромолекул ПЭ и ПАВ, 
например, длины алкильного радикала, и др.) на критическую концентрацию 
агрегирования Ссас ("cac" - critical aggregation concentration), в смешанном 
ПАВ-ПЭ-растворе. 

Свободная энергия образования одного агрегата (мицеллы) из /V моле
кул ПАВ в смешанном ПАВ-ПЭ-растворе определяется вкладом различных 
взаимодействий (рис. 6) 

где cw и Csalt - концентрации молекул воды и электролита, соответственно; 
п - число атомов углерода в алкильной цепи молекулы ПАВ; - выигрыш 



в свободной энергии, приходящийся на один атом углерода алкильной цепи; 
f- доля первоначально конденсированных на макроионе противоионов. 

Первый член в уравнении (1) представляет потерю трансляционной энтро
пии при перемещении N свободных ионов ПАВ (см. рис. 6, а) из объема раство
ра в мицеллоподобный агрегат (положительный знак этого члена означает, что 
этот процесс термодинамически невыгоден). Второй (отрицательный) член (см. 
рис. 6, б) описывает выигрыш в свободной энергии системы при конденсации N 
алкильных цепей длины п в углеводородное ядро мицеллы. Третий (отрица
тельный) член характеризует выигрыш в свободной энергии системы вследст
вие выигрыша в трансляционной энтропии при выделении в раствор yN проти
воионов (рис. 6, в). Последний (корректирующий) член в уравнении (1) характе
ризует сравнительно небольшой вклад в свободную энергию потери конфигу
рационной энтропии макроиона в результате его адсорбции на поверхности аг
регата, а также энтропийные эффекты, связанные со стерическим взаимодей
ствием углеводородных хвостов внутри и гидрофильных радикалов на поверх
ности агрегата. 

Выражение (1) позволяет объяснить влияние различных физико-химиче
ских факторов на комплексообразование в смешанных растворах противопо
ложно заряженных ПАВ и полиэлектролитов. Это выражение имеет вид, ана
логичный для зависимости ККМ от длины п гидрофобного радикала 

в котором коэффициенты А и В для низкомолекулярных ПАВ в индивидуаль
ных растворах представлены во многих обзорах [53]. 

В результате, из условия термодинамической равновесности процесса агре
гирования = 0, получим выражение для ККА 

Первый вывод, который можно сделать на основании рассматриваемой мо
дели состоит в том, что значение инкремента В = для смешанных раство
ров ионных ПАВ и ПЭ совпадает с аналогичным инкрементом для неионных 
ПАВ и не зависит от концентрации соли в растворе. Экспериментальное опре-



деление параметра у, характеризующего также степень связывания молекул 
ПАВ макроионом, оказывается возможным на основании зависимостей ККА 
от концентраций соли Csalt, полиэлектролита Ср или выделившейся соли после 
комплексообразования в растворе [40, 54-56]. 

Представляет интерес предсказываемая выражением (3) зависимость ККА 
от плотности электрических зарядов на полиэлектролите, которая пропорцио
нальна параметру f в третьем члене этого выражения. Мы получаем, что ККА 
увеличивается с ростом этого параметра f, что отмечается многими исследова
телями, работавшими с различными парами ПАВ-ПЭ [57, 58]. 

Таким образом, выражение (3), полученное на основе упрощенной модели 
агрегирования противоположно заряженных ПАВ и полиэлектролита, позво
ляет объяснить зависимость ККА от некоторых физико-химических парамет
ров, таких как концентрация соли и полиэлектролита, плотность заряженных 
групп полиэлектролита, длина алкильных цепей молекул ПАВ. Зависимость 
ККА от других параметров, таких как размер макроиона, гибкость макромоле-
кулярной цепи, специфические взаимодействия, связанные с размером ионоген-
ных групп ПАВ и ПЭ, гидрофобные взаимодействия, может быть в принципе 
получена путем усложнения термодинамических моделей. 

СВОЙСТВА АДСОРБЦИОННЫХ (ГИББСОВСКИХ) МОНОСЛОЕВ 
РАСТВОРИМЫХ ПАВ-ПЭК 

Известно, что водорастворимые анионные и катионные полисахариды 
(производные хитина, альгинаты и др.) в отсутствие электролита и при относи
тельно высокой степени ионизации проявляют весьма слабую поверхностную 
активность и стабилизирующую способность по отношению к эмульсиям и це
нам. При изучении поверхностной активности анионного (КМХ, рис. 7, а) и ка-
тионного ХЗ, (рис. 7, б) полисахаридов выявлено, что они, с одной стороны, не 
снижают поверхностное натяжение s в достаточно широком интервале концен
траций (вплоть до 10-3 осново • моль/л). С другой стороны, низкомолекулярные 
катионный и анионный поверхностно-активные вещества - ЦПХ и ДДСН при 
концентрации ~10-5 моль/л также не проявляют заметной поверхностной актив
ности. В то же время, в смешанных растворах полисахаридов и ПАВ при тех же 
концентрациях компонентов с снижается более чем на 20 мН/м, что свидетель
ствует об образовании комплексов, обладающих чрезвычайно высокой поверх
ностной активностью [17, 19, 22, 48, 49, 59, 60]. 

При этом так называемые "полимыла" (алкилированные производные по
лисахаридов с ковалентно присоединенными гидрофобными группами), имею
щие одинаковое с ПАВ-ПЭК содержание алкильных цепей, в отличие от 
ПАВ-ПЭК не проявляют ожидаемой высокой поверхностной активности 
(рис. 8) [16, 19, 24, 25, 28, 48, 50, 61]. Очевидно, что жесткость макромолекуляр-
ной цепи алкилированного полисахарида препятствует адсорбции на межфаз
ной поверхности соседних алкильных групп макроиона, вследствие чего только 
относительно небольшая часть ковалентно связанных гидрофобных радикалов 
может локализоваться на межфазной поверхности [16, 22, 25, 28, 61, 62]. В слу
чае ПАВ-ПЭК лабильность электростатических связей обеспечивает условия 
для адсорбции практически всех связанных молекул ПАВ на межфазной по
верхности. 

Гидрофобные взаимодействия играют заметную роль в поведении алкили-
рованных производных полисахаридов, а также ПАВ-ПЭК, в объеме раствора 
и на поверхности раздела фаз. В частности, гидрофобное связывание алкиль-



Рис. 7. Изотермы поверхностного натяжения растворов противоположно заряженных ПАВ 
и полиэлектролитов 

Рис. 8. Различие между механизмом адсорбции ПАВ-ПЭК (в) и алкилированных поли
электролитов (г) 

ных цепей в "полимылах" может привести к гидрофилизации полииона из-за 
образования мицеллоподобных кластеров в объеме раствора. В результате это
го с ростом степени алкилирования, наблюдается не увеличение, а заметное 
снижение как поверхностной активности, так и вязкости растворов таких "по-
лимыл". Гидрофобными взаимодействиями обусловлена также гидрофилиза-
ция алкилированных полисахаридов при образовании комплексов с противопо
ложно заряженными ПАВ [22, 28, 62]. 

При снижении гидрофобности молекул ПАВ наблюдается закономерное 
снижение поверхностной активности как самих ПАВ, так и их электростатиче
ских комплексов с противоположно заряженным ПЭ (рис. 9). Так при переходе 
от алкильных ПАВ (ДДСН) к полиэтиленоксидным анионным соединениям 
(ОЭМС), имеющим одинаковые ионогенные группы, величина их поверхност
ной активности по Ребиндеру закономерно снижается. При 
этом величина максимальной адсорбции , отвечающая 
максимальному значению для изотерм поверхностного натяжения, 
снижается от 4,3 • 1(Н (рис. 9, кривая 7) до 1,8 • Ю-6 моль/м2 (рис. 9, кривая 2). 
Одновременно, значения минимальной площади qmin = 1 / Гтах • Na в максималь
но насыщенных адсорбционных слоях таких ПАВ равны 0,3 и 1,0 нм2 для ДДС 
и ОЭМС, соответственно, т.е. определяются размерами алкильного радикала и 
олигоэтиленоксидной цепи (рис. 10, а и б). В то же время, свободная энергия ад-



сорбции молекул ДДСН и ОЭМС, определенная согласно соотношению 
[53], соответственно равна -23,0 и -19,6 кДж/моль 

[48]. 
При адсорбции ПАВ-ПЭК площадь, приходящаяся на одну молекулу ПАВ 

в адсорбционном слое, определяется уже не геометрическим размером самих 
молекул ПАВ, а средним расстоянием между заряженными функциональными 
группами адсорбированных макроионов, электростатически связывающих про
тивоположно заряженные молекулы ПАВ (см. рис. 10, б и г). Для комплекса 
ДДС-хитозан площадь на одну молекулу ДДСН возрастает с 0,3 до 0,7 нм2, в то 
время как для ОЭМС-хитозановых комплексов эта площадь снижается с 1,0 до 
0,7 нм2. Отметим, что в обоих случаях свободная энергия адсорбции моле
кул ПАВ, связанных в комплексы с хитозаном, существенно возрастает (по мо
дулю), и становится равной -37,4 кДж/моль для ДДСН и -21,6 кДж/моль ОЭМС. 
Этот рост обусловлен как снижением растворимости молекул ПАВ в ре
зультате нейтрализации их заряженных групп в контакте с противоположно за
ряженными функциональными группами хитозана, так и возможной адсорбци
ей на межфазной поверхности гидрофобных фрагментов макромолекулярной 
цепи хитозана. 

С величиной адсорбции молекул ПАВ и свободной энергией адсорбции кор
релирует их эмульгирующая и пенообразующая способность. Например, устой
чивость пен закономерно выше для ПАВ-ПЭ-комплексов, чем для индивиду
альных компонентов, и выше для комплексов ДДСН-хитозан, чем для компле
ксов ОЭМС-хитозан [17, 20-22, 48, 63] (рис. 11). 

Почему эмульгирующая способность полиэлектролита значительно увели
чивается при введении небольшого количества (обычно несколько %) противо-



Рис. 11. Кинетические кривые устойчивости пен, стабилизированных различными ПАВ 
и хитозаном 
1 - ДДСН (Сs = 1• 10-5 моль/л); 2 - ХТЗ (Cch = 7 • 10-3 осново-моль/л); 3 - ОЭМС (Сs = 1 • 10-5 моль/л); 
4 - ОЭМС (Сs = 1 • 10-3 моль/л); 5 - ДДСН (Сs = 1• 10-3 моль/л); 6 - ХЗ + ДДСН (Cch = 7 • 10-3 осново-
моль/л + Cs =1 • 10-5 моль/л); 7 - ХЗ + ОЭМС (CCh = 7 10-3 осново-моль/л + С, = 1 • 10-5 моль/л) 

Рис. 12. Синергическое действие противоположно заряженных ПАВ и ПЭ на устойчивость 
эмульсий 

положно заряженного ПАВ [22] объясняет рис. 12. Например, эмульсия, кото
рая является неустойчивой как в растворе ПЭ концентрации Ср = l0-3 осново-
моль/л из-за его низкой адсорбционной активности (рис. 12, а), так и в растворе 
ПАВ при выбранной низкой концентрации в растворе, Cs = 10-5 моль/л 
(рис. 12, б), становится весьма устойчивой к коалесценции при тех же концент
рациях компонентов в их смешанном растворе (рис. 12, в) из-за высокой коопе
ративной адсорбции ПАВ-ПЭК и образования защитного адсорбционного слоя 
из таких комплексов на поверхности капель [17, 21, 63]. 

Высокая поверхностная активность ПАВ-ПЭК по сравнению с образующи
ми их компонентами обнаруживается также методом монослойной техники [17, 
23, 48]. В частности, было показано [28, 48], что в отличие от индивидуальных 
компонентов (ЦПХ и КМХТ) адсорбционные слои их комплекса проявляют 
чрезвычайно высокую поверхностную активность. Поверхностное давление, 
будучи практически равным нулю во всей области сжатия адсорбционных сло
ев индивидуальных компонентов - как ЦПХ, так и КМХТ (рис. 13, а, кривые 1 
и 2), резко возрастает для их комплекса, причем изотерма p-А характеризует
ся наличием плато при p = 26 мН/м (рис. 13, а, кривая 3). 

Появление участка плато на изотерме p-А обычно интерпретируется как 
фазовый переход первого рода (в данном случае это свидетельствует об обра-



Рис. 13. Изотерма по
верхностного давления 
(а) растворов КМХТ (1), 
ЦПХ (2) и их смесей (3) 
(СЦПБ = 10 - 6 моль/л, 
СКМХТ = 10-4 моль/л) и 
схема, иллюстрирующая 
формирование агрегатов 
при сжатии адсорбцион
ного монослоя ПАВ-
ПЭК (б) 

Рис. 14. Механизм инги-
бирования жира хитоза
ном в желудочно-кишеч
ном тракте 



зовании мицеллоподобных кластеров в адсорбционном монослое ПАВ-ПЭК 
аналогично образованию мицелл в объеме раствора (см. рис. 13, б)). Образова
ние защитного адсорбционного слоя из таких агрегатов сопровождается суще
ственным увеличением устойчивости эмульсий и пен [21, 22]. 

Стабилизирующая способность ПАВ-ПЭК на основе хитозана и ионных 
ПАВ используется для приготовления диэтической пищи (так называемых су
перпоглотителей жира, рис. 14). Ингибирующее действие хитозана объясняет
ся тем, что на поверхности капелек жира образуются адсорбционные слои ком
плексов между хитозаном и жирными кислотами, которые ингибируют жир от 
действия панкреатических и кишечных ферментов и предотвращают его всасы
вание в кишечном тракте [1]. 

СВОЙСТВА НЕРАСТВОРИМЫХ ПАВ-ПЭК 

При исследовании осадков ПАВ-ПЭК, образующихся в результате взаимо
действия катионного полисахарида (хитозана) с анионным ПАВ (ДДСН), мето
дом малоуглового рентгеновского рассеяния обнаруживается наличие на рент
генограмме характерного пика при q - 1,71 нм-' (рис. 15, кривая 3), который от
сутствует на рентгенограмме осадка хитозана в щелочи (рис. 15, кривая 4). Это 
свидетельствует о том, что. при формировании осадков нерастворимых 
ПАВ-ПЭК возникает упорядоченная наноструктура, обусловленная образова
нием мицеллоподобных кластеров молекул ПАВ. Формирование упорядочен
ной мицеллярной наноструктуры, характерное для гибкоцепных синтетических 
полиэлектролитов [64], впервые обнаружено для относительно жестко цепного 
полиэлектролита - хитозана в работах [26, 27]. 

Физические гели ПАВ-ПЭК на основе хитозана с высокоупорядоченной 
мицеллярной структурой получаются при фронтальной диффузии ПАВ и ПЭ 
на границе раздела их индивидуальных растворов (рис. 16). Рентгенограммы 
таких гелей характеризуются ярко выраженным пиком при q = 1,68 нм-1 

(рис. 15, кривая 2). Такая же упорядоченная структура образуется в физиче
ских гелях ПАВ-ПЭК на основе алкилированных образцов водных хитозана 
(рис. 15, кривая 7). Согласно данным элементного анализа, состав ПАВ-ПЭК 
в физических гелях стехиометричен по заряду полиэлектролита. Объемная 
доля твердой фазы в таких гелях со
ставляет 30-50%. В результате гидро
фобных взаимодействий алкильных 
цепей ПАВ в мицеллоподобных кла
стерах ПАВ-полиэлектролитные ге
ли не набухают и не растворяются в 
водно-солевых растворах, вплоть до 
CNaCl = 0,5 моль/л и при рН > 2. 

Обращает на себя внимание разли
чие в скорости движения фронта геле-
вого слоя внутрь капель концентриро
ванного раствора хитозана при их по
падании в мицеллярный раствор 
ДДСН и раствор щелочи (рис. 16). 
Процесс диффузионного формирова
ния слоя нерастворимого геля хитоза
на в щелочи происходит с довольно 
большой скоростью и распространяет- 



Рис. 16. Процессы, происходящие при попадании капли раствора хитозана в раствор ПАВ 
и в раствор щелочи [48] по схеме получения капсул прикапыванием водного раствора ХЗ 
в водный мицеллярный раствор ДДСН 

ся за несколько минут на весь объем капли. В то же время, в растворе ПАВ за 
2-3 ч образуется тонкий слой геля ПАВ-ПЭК толщиной порядка нескольких 
сотен микрон при размере капли порядка 1 мм [48] (рис. 17). Скорость увеличе
ния толщины слоя геля контролируется скоростью фронтальной диффузии ми
целл ПАВ внутрь высококонцентрированного водного раствора полиэлектро
лита, и может быть приближенно описана уравнением , где - толщи
на гелевого слоя, D - эффективный коэффициент диффузии, t - время. 

Значения измеренных по начальному наклону кривых коэффициен
тов диффузии D находятся в пределах 10~13—10-12 м2/с, что совпадает с теорети
ческими оценками по формуле , в которой r - радиус мицелл, h -
вязкость соответствующих растворов полиэлектролитов (рис. 18). 

Оценка структурно-механических (реологических) свойств гелей 
ПАВ-ПЭК по методу Герца [48] показывает, что их модуль эластичности име
ет величину порядка Е = 104-105 Н/м2, что характерно для физических гелей с 
объемной долей твердой фазы 30-50%. Эффективная (кельвинская) вязкость h 
этих гелей, оцененная по характерному времени релаксации напряжения 

, составляет 106-107 Па • с. На основе модели физического геля 
ПАВ-ПЭК, в котором мицеллы являются узлами решетки, произведена оценка 
числа агрегации v мицелл по формуле  



Физические гели на основе природных биодеградируемых полимеров пред
ставляют интерес для создания оболочек капсул, содержащих в водном ядре и 
гелевой оболочке биологически активные компоненты (ферменты, гормоны, 
живые клетки). В мицеллоподобных кластерах физического геля может также 
происходить солюбилизация маслорастворимых лекарственных веществ [26]. 
Капсулы, полученные на основе хитозана, могут быть использованы для селек
тивной сорбции тяжелых металлов [48]. 

Устойчивые сферические капсулы образуются в узкой области концен
траций (на фазовой диаграмме системы раствор ХЗ-раствор ДДСН 
(рис. 19, область 4). В то же время вне этой области имеет место сжатие 
капсул или разрыв их оболочек под действием осмотического давления. 
Осмотическое давление, играющее важную роль при формировании сфе
рических капсул, можно контролировать с помощью низкомолекулярных 
добавок, в частности, глюкозы. В частности, отрицательный эффект конт
ракции капсул, наблюдаемый при увеличении концентрации ПАВ во внеш
ней среде, желательном для увеличения скорости гелирования (рис. 20, 
кривая 7), можно предотвратить добавлением во внутреннюю фазу глюко
зы (кривая 2) [48]. 

Предложенный метод формирования ПАВ-ПЭК капсул был использован 
для получения инкапсулированных ферментов различной молекулярной массы 
(уреазы и трипсина [65, 66]). Показано, что ферменты, находящиеся в водорас
творимом внутреннем ядре капсул, практически не теряют ферментативной ак
тивности. Частичная инактивация ферментов наблюдалась лишь в нераствори
мом в воде гелеобразном поверхностном слое капсул, состоящем из ПАВ-ПЭК 
хитозана и белка с ДДСН. 



Согласно полученным данным при иммобилизации в капсулах сравнитель
но высокомолекулярного фермента - уреазы (ММ = 400 000), фермент необра
тимо включается в состав капсул и не переходит в 1М раствор NaCl даже в те
чение суток. Для фермента с относительно небольшой молекулярной массой 
(трипсин, ММ = 25 000) показана возможность регулирования скорости выделе
ния белка из капсул путем варьирования параметров их получения, приводящих 
к изменению толщины нерастворимой в воде гелеобразной оболочки капсул. 
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Длительные техногенные нагрузки на окружающую среду привели к ее зна
чительному, а во многих районах даже критическому загрязнению тяжелыми 
металлами, радионуклидами, нефтепродуктами и другими вредными для живой 
природы и человека веществами, причем загрязнению подвергаются все три 
среды - воздух, вода и почва. 

Тяжелые металлы особенно опасны потому, что, в отличие от многих дру
гих веществ, они не разлагаются и имеют тенденцию к накоплению. Они вклю
чаются в биологический круговорот веществ на длительные периоды времени 
и могут переноситься водотоками на большие расстояния. Поэтому только при
родоохранные мероприятия не способны в ближайшей перспективе радикально 
решить проблему защиты от губительного загрязнения тяжелыми металлами. 
Для этого необходимы активные действия по удалению тяжелых металлов, как 
на путях их попадания в организм человека, так и из основных источников их 
поступления в природную среду - промышленных стоков и выбросов. Особую 
опасность представляют такие металлы, как ртуть и кадмий, поскольку из био
логических объектов они практически не выводятся. Однако и такие широко 
распространенные металлы, как медь, никель, хром и цинк тоже представляют 
большую опасность, так как, попадая в обычные канализационные стоки, они 
нарушают работу систем очистки сточных вод, и отравляют поля орошения и 
водоемы. 

На предприятиях атомной энергетики в России к настоящему времени нако
плены сотни миллионов кубометров жидких радиоактивных отходов (ЖРО) 
низкого и среднего уровня активности с суммарной активностью во многие мил
лионы кюри. 

Проблема усугубляется еще и тем, что большая часть таких ЖРО находит
ся в совершенно неконтролируемом состоянии (в открытых водоемах или в глу
бинных скважинах). Огромные регионы России, Украины и Белоруссии оказа
лись загрязненными в результате Чернобыльской катастрофы. Основу долго
временных радиоактивных загрязнений составляют долгоживущие радионук-
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лиды, такие как Cs-137, Sr-90, Zr-93, -95, Ru-106, Ce-144, Sm-151, Eu-154, изото
пы трансурановых элементов (Np-237, Pu-238, -239, -240, Am-241, -243, Cm-244) 
и радиоактивные изотопы, образующиеся в конструкционных материалах в ре
зультате взаимодействия с нейтронами (Со-60, Мп-54). Большинство этих эле
ментов относятся к числу тяжелых металлов или переходных элементов. 

Переработка отходов с таким широким спектром химических элементов с 
целью их выделения, концентрирования и дальнейшего безопасного хранения 
представляет собой сложнейшую технологическую задачу. Сложность задачи 
состоит и в том, что большинство тяжелых металлов, и особенно радионукли
дов, проявляют свою токсичность в весьма низких концентрациях, составляю
щих доли миллиграмма на килограмм воды или почвы. Извлечение таких ма
лых количеств обычными химическими методами неэффективно и дорого. На
иболее перспективны в этом отношении сорбционные методы и селективные 
сорбенты. 

Известно большое число минеральных, синтетических и органических сор
бентов, специфичных по отношению к тяжелым металлам и радионуклидам. 
Единственным преимуществом минеральных сорбентов является их низкая сто
имость, тогда как их недостатки (низкая эффективность, параллельный захват 
биологически важных микроэлементов, необходимость иметь дело с большим 
набором различных сорбентов и низкий коэффициент компактирования) заста
вляют искать другие виды сорбентов. 

Органические сорбенты перед минеральными имеют уже то преимущество, 
что обеспечивают эффективное компактирование отработанных материалов 
путем их сжигания. Среди органических сорбентов особое место занимают при
родные полимеры, хитин и его производное - хитозан. Хитин является основ
ным структурным компонентом клеточных стенок грибов и наружных покро
вов ракообразных и насекомых и ресурсы его производства могут быть отнесе
ны к числу возобновляемых. У этих организмов хитин выполняет, в основном, 
защитную функцию, предохраняя внутренние органы и живой протопласт кле
ток от проникновения всякого рода токсинов в том числе и тяжелых металлов. 
Особенно сильно сорбционные свойства хитина проявляются у грибов, кото
рые, как широко известно, могут накапливать тяжелые металлы и радионукли
ды в количествах, в сотни раз превышающих их содержание в окружающей сре
де [1-10]. Хитозан является еще более эффективным сорбентом тяжелых ме
таллов и легко получается в результате дезацетилирования хитина при щелоч
ной обработке. 

Пожалуй, первой работой, где автор имел дело с соединением хитозана и 
переходного металла (меди) можно считать использование этого соединения 
для окончательной обработки тканей [11]. Позднее Майская и др. [12], исследуя 
распределение металлов в геологических образцах, обнаружили, что хитин, по
лученный из грибов, сорбирует уранил (ион из водных растворов) более эффе
ктивно, чем хитин, полученный из панцирей крабов. Затем были опубликованы 
более подробные данные по сорбции урана хитином и его производными [13]. 

Хитин и хитозан содержат несколько функциональных групп - гидроксиль-
ные, карбинольные, амино-, ацетиламидные группы и кислородные мостики, 
поэтому механизм сорбции тяжелых металлов этими полимерами имеет до
вольно сложный характер. В зависимости от условий он может включать ком-
плексообразование, ионный обмен и поверхностную адсорбцию, однако боль
шинство исследователей в последнее время склоняются к тому, что чаще всего 
преобладает хелатное комплексообразование, обусловленное высокой элект-
ронодонорной способностью атомов азота и кислорода [14-22]. Благодаря это-



му хитиновые сорбенты обладают удивительно широким спектром сорбируе
мых элементов. Практически это ионы всех металлов, за исключением щелоч
ных и щелочноземельных. При этом хитозан в большинстве случаев является 
более эффективным сорбентом, чем хитин, и по своей хелатирующей способ
ности не уступает хорошо известной смоле Дауэкс-1 [23, 24]. 

Хитиновые сорбенты могут успешно применяться для очистки водных рас
творов от самых различных загрязнений: практически от всех тяжелых метал
лов, многих радионуклидов, бактерий, многих органических примесей, пестици
дов и других соединений. Они могут быть использованы для очистки питьевой 
воды, сточных вод различных производств, технологических растворов и дру
гих жидких систем. В последние годы найдены технические решения для очист
ки шламов, донных отложений и почв с использованием хитиновых материалов, 
обладающих ферромагнитными свойствами [25]. По ряду технологических по
казателей сорбенты на основе хитина и его производных превосходят многие 
другие известные сорбенты. В связи с недостаточными объемами производства 
хитиновых материалов на мировом рынке еще недавно отмечался большой не
удовлетворенный спрос на хитиновые сорбенты, применимые для очистки 
сточных вод. 

Высокие сорбционные характеристики, низкая зольность и постоянно сни
жающиеся цены на хитин и хитозан позволяют также высоко оценивать потен
циальные возможности использования этих сорбентов в гидрометаллургиче
ских процессах для промышленного выделения особо ценных металлов из про
изводственных жидких отходов или из морской воды. 

Со времени первых работ прошло уже 50 лет. Опубликована масса работ, 
посвященных исследованиям взаимодействия хитина и его производных с пере
ходными металлами, изучение практических проблем сорбции этих металлов на 
хитиновых сорбентах, разработке методов выделения и разделения тяжелых 
металлов и некоторых радионуклидов, опубликовано несколько исчерпываю
щих обзоров, обобщающих эти работы [14, 15, 26]. В США, Европе, Азии и Рос
сии было организовано несколько международных конференций, посвященных 
хитину и его производным [27-34]. И тем не менее для промышленного исполь
зования хитиновых сорбентов в решении насущных экологических проблем 
предстоит еще очень многое сделать. Мы надеемся, что предлагаемый обзор 
будет способствовать расширению исследований в этой интересной и важной 
области, что, в свою очередь, существенно приблизит реализацию огромных 
потенциальных возможностей, заложенных самой природой в эти широко рас
пространенные и весьма доступные полимеры - хитин и хитозан. 

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СОРБЕНТОВ 
ИЗ РАЗНЫХ ИСТОЧНИКОВ 

В настоящее время существуют два основных источника получения хити
на - это панцири морских ракообразных и грибы. Правда в последние годы в 
качестве альтернативных источников всерьез рассматриваются также мел
кий пресноводный рачок, гаммарус, и пчелиный подмор [35, 36]. Однако ра
боты в этой области еще только начинаются и в основном в России. Принято 
считать, что хитин, получаемый, как из живых организмов, так и из грибов, 
по химическим свойствам почти идентичен [15], и тем не менее многими ис
следователями показано, что их сорбционные способности существенно не
одинаковы. Отличия наблюдаются и внутри каждой из этих групп, но они 
обычно незначительны. 



Таблица 1. Сорбция ионов переходных металлов хитозаном, полученным 
из различного сырья морского происхождения [44] 

Сорбенты из панцирей ракообразных. Химическая переработка панцирей 
ракообразных обычно производится традиционным кислотно-щелочным спо
собом, который включает следующие этапы: деминерализацию, депротеиниза-
цию и дезацетилирование [37, 38]. Деминерализацию проводят промывкой ис
ходного сырья слабым раствором (примерно 2%) соляной кислоты, а депротеи-
низацию - 2% раствором NaOH. Как правило, окончательным продуктом пере
работки является хитозан, и процесс заканчивается стадией дезацетилирования 
хитина. Для этого используют концентрированные растворы щелочи (40-50%) 
и нагревание выше 100 °С. Все виды сырья существенно отличаются друг от 
друга по содержанию хитина, минеральных примесей, белка, липидов и т.д., по
этому для каждого вида сырья используется свой метод, учитывающий эти раз
личия [38-40]. Совсем недавно для переработки гаммаруса предложен весьма 
прогрессивный электрохимический метод, который не требует больших расхо
дов кислоты и щелочи [41]. Хотя этот метод и не дает чистого хитозана, одна
ко получаемый продукт обладает довольно обнадеживающими сорбционными 
свойствами [42]. И все же основное внимание исследователей привлекает хито
зан [43]. 

Сравнительные исследования сорбционной способности хитозана, получен
ного из крабов, креветок, криля и кальмаров, по отношению к ряду металлов 
показали отсутствие принципиальной зависимости ее от источника хитозана 
[20, 44]. Из табл. 1 видно, что даже при некотором различии в цифрах сохраня
ются определенные соотношения между сорбируемостью различных металлов. 
Так лучше всего обычно сорбируется ртуть, хуже всего - кобальт. 

Изучение кинетики сорбции металлов из водных растворов показало, что 
лимитирующей стадией процесса является диффузия [26,43]. Сорбционное рав
новесие достигается примерно за 1 ч и мало зависит от рН среды. 

Сорбенты из низших грибов. Давно было замечено, что хитин грибного 
происхождения обладает более высокой сорбционной способностью по отно
шению к тяжелым металлам, чем хитин ракообразных [12, 45]. Преимущества 
"грибного" хитозана по сравнению с "животным" были показаны на примере 
сорбции таких металлов, как цинк, никель, кобальт. Несколько худшие показа
тели наблюдались только для меди. Особенно эффективным "грибной" хитозан 
оказался по отношению к марганцу. Он сорбировал до 82% этого металла, в то 
время, как "животный" хитозан в тех же условиях удерживал менее 10% [46]. 

В табл. 2 показано, что хелатирующие полимеры, полученные из разных 
групп грибов, практически полностью поглощают ионы Си и в значительной 
степени - ионы Pb, Cr, Ni, Co, Mn, Hg, Zn. Однако при проведении сравнитель
ных исследований следует иметь в виду, что получить чистый хитин из грибов 
обычными методами химической обработки на самом деле не удается, а в каче-



Таблица 2. Сорбция ионов металлов сорбентом, полученным 
из различного сырья грибного происхождения 

(200 мг порошкообразного сорбента в 50 мл 0,5 мМ раствора при 20 °С [47]) 

стве продукта получается не чистый хитин, а комплекс биополимеров клеточ
ной стенки грибов. Для гифомицетов - это в основном хитин-глюкановый ком
плекс, а для мукоровых грибов - это хитозан-хитин-глюкановый комплекс. 

Следует также отметить, что в некоторых публикациях к числу грибов час
то относят стрептомицеты (Streptomycetes) [47, 48], а наиболее эффективная 
сорбция металлов достигается с помощью хитозан-глюканового комплекса, по
лучаемого именно из этого сырья. Источником получения такого сорбента мо
гут служить отходы микробиологической промышленности, доступные в боль
ших количествах [49]. Однако по современным представлениям стрептомицеты 
грибами не являются. По основным признакам они ближе к бактериальным ор
ганизмам. 

Установлено, что хитозан-глюкановый комплекс, получаемый из низших 
грибов, может успешно использоваться для извлечения ионов переходных ме
таллов из водных растворов. Однако на эффективность сорбции существенно 
влияет способ их получения [50-52]. Это влияние было детально изучено на 
примере A. niger. При этом учитывались такие факторы, как концентрация и 
температура раствора NaOH, а также продолжительность обработки при досту
пе воздуха и в атмосфере азота. Более высокие сорбционные характеристики 
наблюдались у образцов, полученных наиболее жесткой обработкой исходного 
сырья (40%-ный раствор щелочи при температуре кипения). Примечательной 
особенностью полученных таким образом препаратов является способность 
сорбировать Mn, который практически не сорбируется хитозаном животного 
происхождения [50]. Это объясняется увеличением выхода хитозана при более 
жесткой обработке биомассы грибов. 

Интересно также отметить, что хитозан, выделенный из грибного мицелия, 
обладает еще более высокой сорбционной способностью, чем хитозан, выде
ленный из клеточной стенки грибов. Об этом свидетельствует исключительно 
высокая сорбционная способность такого хитозана по отношению к мышьяку 
[53]. Показано, что химически обработанный мицелий некоторых видов низших 
грибов эффективно извлекает ионы Ag, Zn, Pb, Cu, Ni, Co, Cd, Cr, Mn и др. ме
таллов из водных растворов. Высокой сорбционной способностью по отноше
нию к тяжелым металлам обладает также бумага, приготовленная с добавлени
ем такого мицелия. 

В большинстве исследований сорбенты, получаемые из клеточных стенок 
грибов, используются в виде порошка, которым можно заполнять эксперимен-



тальные фильтрационные колонки. Предпринимаются попытки улучшить экс
плуатационные характеристики таких сорбентов. В частности, аналогично мемб
ранам из хитозана [54], непосредственно из гиф получать материал, подобный 
фильтровальной бумаге [55], или нетканые материалы с добавками других во
локон. Известны также попытки использовать для извлечения тяжелых метал
лов нативный грибной мицелий, который во многих случаях оказывается доста
точно эффективным для извлечения ионов Cr, Au, Co, Ag, As, Pt и др. [4, 7, 56, 57]. 

Хитозан-глюкановый комплекс, получаемый из низших грибов, позволяет 
удалять из воды также грамположительные бактерии [58]. Нативный мицелий 
ряда базидиальных грибов способен разлагать в почве и, возможно, в воде мно
гие органические токсичные вещества, например, диоксин, ДДТ, нафталин, 
бензопирин и др. [59]. 

Приведенные выше данные свидетельствуют о том, что грибной хитин и хи
тозан имеют существенные преимущества перед соответствующими сорбента
ми, получаемыми из ракообразных. Эти преимущества можно, скорее всего, 
объяснить различиями в надмолекулярной структуре полимеров. В панцирях 
ракообразных макромолекулы хитина находятся в виде хаотично переплетен
ных и плотно упакованных микрофибрилл. При такой структуре эффективная 
сорбционная поверхность микрофибрилл невелика, так как внутренняя поверх
ность волокон сорбента трудно доступна для жидкости. 

В клеточной стенке грибов микрофибриллы расположены более рыхло в 
виде пространственной решетки, а промежутки между ними заполнены глюка-
нами, обладающими высокой проницаемостью для водных растворов. Благода
ря этому обстоятельству и субмикронной толщине клеточной стенки в процес
се сорбции эффективно участвует вся поверхность микрофибрилл, площадь ко
торой может превышать 1000 м2 на грамм сорбента. Достичь таких показателей 
путем измельчения хитина ракообразных не удается. 

Основным недостатком низших грибов является слабая механическая проч
ность их мицелиальных волокон. Кроме того, при высыхании волокна склеива
ются между собой. В сухом состоянии такие материалы становятся хрупкими, 
легко растрескиваются и пылят, а во влажном - заметно набухают и закупори
вают колонки. Поэтому хитинсодержащую мицелиальную массу низших грибов 
обычно использовали как добавку к другим волокнам или наносили на различ
ные подложки [54]. 

Для улучшения технологических характеристик усилия многих исследова
телей были направлены на получение пленок или волокон непосредственно из 
хитин-хитозановых полимеров. Для этого сначала получали вязкие растворы 
хитина, хитозана или их производных, затем формовали пленки или вытягива
ли нити и, наконец, полученный материал снова переводили в твердое состоя
ние. Все это, естественно, увеличивает стоимость таких сорбентов. Видимо, 
этим и объясняется тот факт, что до сих пор не разработано ни одной реальной 
технологии промышленного применения хитин-хитозановых сорбентов, полу
ченных из панцирей ракообразных, или низших грибов. Из этого следует, что 
для реализации потенциальных возможностей хитиновых сорбентов необходи
мо искать более совершенные технические решения. 

Сорбенты из высших грибов. Анализ потенциальных источников хитина 
показывает, что большая группа высших грибов (Higher Basidiomycetes) долгое 
время оставалась практически без внимания. В то же время известно, что имен
но среди высших грибов встречаются виды с уникально высоким содержанием 
хитина в клеточной стенке [60]. Почти у половины изученных видов высших 
грибов содержание хитина в клеточной стенке превышает 50%, а у гриба Fomes 



endopolus достигает 65%, и по этому важному показателю высшие грибы значи
тельно превосходят низшие грибы. Уже первые исследования высших грибов 
[61, 62] показали, что создать волокнистые хитинсодержащие материалы мож
но просто за счет сохранения природного строения соматических структур гри
бов - гиф. Из высших грибов можно подобрать грибы-продуценты, имеющие 
высокое содержание хитина в клеточных стенках гиф и хорошие физико-меха
нические качества мицелиальных волокон. Имеющееся разнообразие видов вы
сших грибов позволяет также обеспечить возможность их выращивания в про
мышленных масштабах [63]. . 

Хорошо известно, что вегетативные гифы грибов - это линейные или раз
ветвленные нити, имеющие цилиндрическую форму с гладкой поверхностью. 
Для получения волокнистого хитинсодержащего материала из гиф необходимо 
удалить живой протопласт и убрать другие растворимые компоненты клеточ
ной стенки. Нерастворимая часть клеточной стенки высших грибов представля
ет собой комплекс двух полисахаридов - хитина и глюканов [60]. У некоторых 
видов имеются также пигменты - меланины. Хитин в клеточной стенке грибов 
имеет микрофибриллярную форму с толщиной микрофибрилл 15-25 нм и дли
ной до 1-2 мкм. Микрофибриллы представляют собой линейные пучки макро
молекул хитина. Глюканы являются аморфной матрицей, обеспечивающей 
связь между микрофибриллами. Такое сочетание компонентов придает клеточ
ной стенке хорошие физико-механические свойства и обеспечивает сохранение 
ее природной структуры. Меланины в основном растворены в глюкановой мат
рице, но могут находиться и в виде микрокристаллов. Биологическая роль ме
ланинов заключается, вероятно, в обеспечении устойчивости клеточной стенки 
к действию литических ферментов и других химических реагентов в окружаю
щей среде. Кроме того, меланиновые пигменты, являясь антиоксидантами, за
щищают живую клетку от воздействия УФ и более жесткого проникающего из
лучения. Поэтому целесообразно не удалять полностью меланины из клеточ
ной стенки в процессе химической переработки исходной биомассы. 

Для сохранения нативного волокнистого строения были разработаны спе
циальные способы механической и химической обработки биомассы грибов 
[25]. В результате удалось получить волокнистный хитинсодержащий материал 
с толщиной волокон 3-5 мкм и длиной до нескольких миллиметров. Эти волок
на представляют собой полые трубки с толщиной стенки от 0,2 до 1 мкм. В за
висимости от требований химический состав волокон можно менять в довольно 
широких пределах изменением режима обработки сырья. При этом содержание 
хитина может меняться от 60 до 95%, глюканов - от 5 до 35% и меланинов - от 
0 до 10%. Рентгеновские- и ИК-спектры полученных препаратов показывают 
характерные для хитина максимумы. В сухом состоянии материал обладает вы
сокой пористостью с преобладанием пор размером 5 нм [62]. 

Материалы на основе хитина и хитозана базидиальных грибов получили на
звание "Микотон". Базовый материал на основе хитина имеет индекс "Ch" (Ми-
котон-Ch). Используя метод Музарелли [64], хитин базового материала можно 
модифицировать, переведя его в хитозан, и получить хитозан-глюкановые или 
хитозан-глюкан-меланиновые волокна. В зависимости от температуры, про
должительности обработки и концентрации щелочи хитозан будет иметь раз
ную степень дезацетилирования. Волокнистный материал на основе хитозана 
получил индекс "Chs" - (Микотон-Chs). В отличие от других хитиновых сорбен
тов, получаемых из панцирей ракообразных и низших грибов. Микотон облада
ет прочной тонковолокнистой структурой и практически не набухает в водной 
среде, что обеспечивает ему весьма ценные технологические качества. В нем 



полностью отсутствуют минеральные примеси, что делает материал практиче
ски беззольным (менее 1%) и обеспечивает дополнительное компактирование 
вторичных отходов за счет сжигания. Микотон имеет очень развитую поверх
ность (до 1000 м2 на грамм) и высокую гигроскопичность. Его волокна отлича
ются высокой механической прочностью и эластичностью, устойчивы к дейст
вию сильных кислот и щелочей, органических растворителей, УФ и ионизиру
ющего излучения, биологически инертен. Материал не теряет указанных 
свойств до температуры 150 °С. Волокнистая структура и развитая поверхность 
Микотона определяют такие важные особенности, как высокие кинетические 
параметры процесса сорбции, возможность производить бумагоподобные и не
тканые материалы заданной плотности и пористости, а также способность к об
разованию разнообразных композитов и модификаций, что открывает практи
чески неорганиченные возможности получения материалов с заданными сорб-
ционными и технологическими характеристиками. 

Исследования сорбционных свойств Микотона и его модификаций показа
ли весьма высокую эффективность полученных материалов по отношению к 
актинидам (уран, нептуний, плутоний, америций, кюрий), многим долгоживу-
щим продуктам деления (цезий, стронций, редкие земли, цирконий, палладий и 
др.) [65], а также тяжелым металлам (свинец, ртуть, хром, кадмий, висмут) [66]. 

МОДИФИКАЦИЯ ХИТИНОВЫХ СОРБЕНТОВ 

Под модификацией подразумевается в первую очередь химическая обра
ботка исходного хитина, приводящая к изменению отношения амино- и ацети-
ламидных групп и к получению в итоге хитозана. В большинстве известных слу
чаев хитин и его простейшую модификацию - хитозан - использовали в относи
тельно чистом виде, однако в настоящее время известно довольно много хими
ческих модификаций этих биополимеров, полученных введением новых функ
циональных групп, улучшающих общие сорбционные показатели или открыва
ющих принципиально новые возможности для решения специальных задач. 

Адсорбционные свойства хитозана по сравнению с хитином выражены 
сильнее, благодаря наличию первичных аминных групп. Поэтому способность 
хитозана сорбировать тяжелые металлы во многом зависит от степени дезаце-
тилирования исходного материала и распределения ацетильных групп вдоль по
лимерной цепи [20]. При переходе от хитина к хитозану может меняться даже 
порядок адсорбируемости различных металлов. Так в случае хитина это - РЬ > 
Cd > Hg > Cr, тогда как в случае чистого хитозана наблюдается другая последо
вательность: Hg > Pb > Cd > Cr [67, 68]. 

Из других модификаций хитин - хитозановых полимеров с целью улучше
ния сорбционных свойств, судя по числу публикаций, на первое место следует 
поставить получение поперечно-сшитых полимеров. Для этого проводят обра
ботку сшивающими агентами, например, эпихлоргидрином или глутаральдеги-
дом [67,69-82]. Относительно хорошо изучены сорбционные свойства сульфат
ных, сульфитных, хлоридных и фосфатных производных хитина и хитозана 
[69-71, 76, 83-98]. Все эти производные во многих случаях проявляют гораздо 
более высокую сорбционную способность по сравнению с чистым хитином и 
хитозаном (см. табл. 3). Дополнительным преимуществом многих модификаций 
является существенное улучшение кинетических характеристик за счет измене
ния кристалличности [99]. Высокую эффективность при сорбции некоторых 
щелочноземельных металлов показал карбоксиметилированный хитин [26, 
100-102] (см. табл. 4). N-метил-, N-этил-, N-пропил-, N-бутил-, N-гексил, N-кар-



Таблица 3. Сорбция ионов металлов на хитине, хитозане 
и их поперечносшитых фосфатных производных [88] 

Таблица 4. Коэффициенты распределения ЩЗМ 
в питьевой воде при сорбции Микотоном и его модификациями 

боксиметил-, N-O-карбоксибензилхитозан показали высокую избирательность 
в сорбции отдельных элементов, а диметил- и триметилхитозан оказались хоро
шими флоккулянтами [72, 76, 80, 103-116]. 

Производное хитина с дитиокарбаматом является хорошим сорбентом по от
ношению к ряду металлов [117], сохраняя свою высокую эффективность в широ
ком диапазоне рН (от кислых до щелочных растворов) [106]. Дитиокарбоксихи-
тозан представляет собой водорастворимое соединение и может использоваться 
как в качестве флоккулянта, так и сорбента [118], хитозандитиокарбамат являет
ся хорошим сорбентом с высокими кинетическими характеристиками [86]. 

Известно также много других производных хитозана, обладающих улучшен
ными сорбционными характеристиками [16, 22, 26, 77, 127-134]. Например, об
работкой эпихлоргидрином и тиомочевиной получено меркаптопроизводное хи
тозана, обладающее очень высокой сорбционной способностью [119]. Из хито
зана получены глютамат-глюкан и аминоглютамат-глюкан, хелатирующие по-
лиамфолиты [120], а также Na-2,3-эпоксипропилсульфонат хитозана, эффектив
но извлекающий тяжелые металлы [121]. Хитозан, содержащий в качестве 
функциональной группы иминодиуксусную кислоту, показал высокую сорбци-
онную эффективность по отношению к металлам платиновой группы [122-125]. 
Галактозилпроизводные хитина и хитозана, а также полимерные кетиминовые 
производные хитозана проявляют повышенную сорбционную способность по 
отношению к тяжелым металлам [126]. Получены производные хитозана и са-
лицилальдегида с улучшенными сорбционными характеристиками [113]. Нако
нец, сам хитозан-глюкановый комплекс, получаемый из грибной биомассы, в 
целом ряде случаев проявляет более высокие сорбционные характеристики, 
чем чистый хитин или хитозан [47, 52]. 



Хитин-глюкановый комплекс "Микотон", получаемый из высших базиди-
альных грибов, тоже может быть модифицирован дезацетилированием. Однако 
получаемый хитозан остается в виде хитозан-глюкан-меланинового комплек
са. В отличие от чистого продукта он практически не растворяется в кислотах 
и не меняет первичную волокнистую структуру матрицы. Возможна и химиче
ская прививка дополнительных функциональных групп, однако это дорогой и 
трудоемкий процесс. Более экономичным и не менее эффективным способом 
получения других модификаций оказалось получение композитов путем объе
динения с другими волокнами или неорганическими соединениями, придающи
ми материалу дополнительные сорбционные или технологические свойства. В 
частности для усиления сорбционной способности по отношению к цезию был 
разработан весьма устойчивый композит с ферроцианидом меди. Этот сорбент 
получил название Микотон-Cs. Обработкой Микотона перманганатом калия 
получена модификация, обладающая повышенными сорбционными свойствами 
по отношению к стронцию, получившая название Микотон-Sr [63, 66, 135]. 

Для придания материалу магнитных свойств был разработан способ, осно
ванный на том, что волокна полые. Для этого кристаллы ферромагнитных ма
териалов вводятся внутрь волокон и сорбент приобретает способность притяги
ваться к магниту [25]. Композитная модификация с магнетитом получила назва
ние Микотон-М. Разработана также комплексная модификация Микотон-Cs-M. 
Как видно из табл. 4, приобретая дополнительные сорбционные свойства, ком
позит практически не теряет сорбционных характеристик исходного материала. 

Получен композит Микотона с углеродным волокнистым материалом, об
ладающий повышенной электропроводностью. Разрабатываются также другие 
модификации хитиновых сорбентов (Микотона), обладающих заданными сорб
ционными и технологическими характеристиками. 

СОРБЦИОННЫЕ СВОЙСТВА ХИТИНОВЫХ СОРБЕНТОВ 

Механизм сорбции ионов металлов. Понимание механизма сорбции метал
лов тем или иным сорбентом имеет не только теоретическое значение. С одной 
стороны оно позволяет управлять процессом сорбции, добиваясь максимальной 
эффективности оптимизацией условий, а, с другой стороны, позволяет целена
правленно подбирать соответствующие пути и методы модификации исходного 
материала. Уже накоплен большой практический и теоретический материал, 
который требует обобщения, уточнения и дополнения. В последние годы опуб
ликован ряд монографий, обзоров и статей, в которых рассматриваются общие 
вопросы, связанные с механизмом сорбции металлов [14, 15, 17, 19, 26, 56, 110, 
136-142]. Тем не менее до сих пор нет глубокого понимания процессов взаимо
действия большинства ионов металлов с хитином и его производными в зависи
мости от физико-химических условий. Одной из причин здесь, по-видимому, яв
лялось отсутствие до последнего времени хорошо очищенных и сертифициро
ванных образцов самих базовых сорбентов - хитина и хитозана, с которых нуж
но начинать. Другие проблемы связаны с полифункциональностью рассматри
ваемых сорбентов и многообразием химических элементов, с которыми хитин 
и его производные вступают во взаимодействие. Поэтому переход к более глу
бокому изучению механизма сорбции отдельных элементов определенными 
сорбентами позволил получить довольно много интересных результатов и сде
лать важные выводы [23, 144-150]. Так, сравнивая сорбционные свойства при
родных полимеров и их полиаминных производных по отношению к ртути, ав
торы [23] убедительно показали, что ответственной за сорбцию ртути является 



аминогруппа. И особенно следует отметить работу [146], которая демонстриру
ет хорошо продуманную постановку эксперимента и тщательный анализ ре
зультатов, полученных на сложном современном оборудовании. Авторы прове
ли совместное рассмотрение характера изотерм сорбции Сг3+ хитином и хитоза
ном, а также данных, полученных с помощью сканирующего электронного ми
кроскопа, анализатора дисперсии энергии рентгеновских лучей и рентгенов
ской фотоэлектронной спектроскопии. Это позволило не только убедиться в 
сосуществовании поверхностной адсорбции агрегатов нерастворимых соедине
ний хрома параллельно с образованием комплексных соединений сорбента с 
металлом в объеме сорбента, но и определить атомы в составе сорбента, ответ
ственные за образование таких комплексов. 

Учитывая результаты приведенных работ, естественно предположить, что 
кроме состава и чистоты используемого сорбента большое влияние на меха
низм сорбции будет оказывать природа и валентное состояние сорбируемого 
металла, а также химический состав и рН среды. Уже сейчас в литературе име
ется достаточно много данных по сорбции металлов, представляющих практи
чески все группы Периодической Таблицы Менделеева и мы надеемся, что 
предложенная ниже систематика этих данных позволит выявить некоторые по
лезные закономерности. 

Сорбция тяжелых металлов. Сорбция целых групп тяжелых металлов сор
бентами на основе хитин-хитозана изучена достаточно широко как в теоретиче
ском, так и в прикладном плане [3, 14, 15, 19, 20, 26, 127, 151]. Однако, чтобы 
проследить закономерности сорбции, связанные с электронной структурой рас
сматриваемых металлов, а также с зарядом и структурой сорбируемых ионов, 
на наш взгляд, было бы полезнее систематизировать имеющиеся эксперимен
тальные данные в порядке расположения этих металлов в Периодической Таб
лице Менделеева. 

Металлы первой группы. Хорошо известно, что хитин и хитозан вообще не 
сорбируют щелочные металлы или сорбируют крайне слабо [15]. Не сорбирует 
щелочные металлы, включая цезий, и хитин-глюкан-меланиновый комплекс 
Микотон, получаемый из высших грибов [66], хотя живые грибы способны на
капливать радиоактивный цезий в больших количествах [5] и причины этого яв-
ляения пока не установлены. 

В отличие от щелочных металлов, элементы подгруппы меди (Cu, Ag, Au) 
относятся к числу переходных металлов, отличительной особенностью кото
рых является наличие в электронной оболочке d-электронов. Все эти элементы 
хорошо сорбируются и именно с медью проведено наибольшее число работ по 
изучению механизма сорбции ионов двухвалентных металлов хитином, хитоза
ном и их производными [19, 26, 75, 110, 116, 150, 152-154]. В большинстве про
веденных исследований показано, что хитозан сорбирует медь лучше, чем хитин 
[14, 15, 139, 155]. Изучение кинетики сорбции показало, что лимитирующим фа
ктором является процесс диффузии ионов металла внутрь сорбента [15, 43, 139]. 
Хитин и хитозан, модифицированные поперечным сшиванием, проявляют по 
отношению к меди более высокие сорбционные способности [67, 69, 74], что 
объясняется уменьшением кристалличности хитозана в результате сшивания. 
Кроме того, в случае поперечно сшитого хитина расширяется эффективный ин
тервал рН, что существенно облегчает возможность решения практических за
дач [156]. При этом сшивание хитозана не только изменяет эффективность 
сорбции меди, но и приводит к изменению относительной сорбции других двух
валентных металлов. Следует заметить, что среди других металлов медь оказа
лась гораздо более чувствительной по отношению к сшивке хитозана, чем хи-



тина. Поэтому эффективность сорбции меди иногда связывают с содержанием 
первичных аминогрупп в полимерах [67]. Поперечно сшитый хитозан с введен
ными в смолу ионами металлов, например, Cd, Ni, Fe и др., показал еще более 
высокую сорбционную способность по отношению к меди [157]. 

Для практических целей, связанных с очисткой сточных вод от меди, авто
ры рекомендуют несколько разновидностей применения хитин-хитозановых 
сорбентов. В том числе: 

1) проточная колоночная система с использованием порошкообразного хи
тозана [43]; 

2) пористые хитиновые и хитозановые пленки, нанесенные на твердую ос
нову, например, угольный сорбент [111]; 

3) диспергированный гелеобразный хитозан для очистки сточных вод галь
ванического производства, содержащих много меди и других металлов [158]. 

Химическая модификация хитина и хитозана также может существенно 
усилить их сорбционные свойства по отношению к меди [77, 107, 110]. Получен
ные N-алкилхитозаны продемонстрировали высокую специфичность по отно
шению к меди. Высокую способность извлекать из растворов ионы меди и дру
гих металлов также показал N-дитиокарбоксихитозан, получаемый введением 
в скелет молекулы хитозана карбоксиметиловых групп [80, 122, 123]. В резуль
тате сочетания хитина с малеонитрилдитиолат ионом получен сорбент, обеспе
чивающий возможность эффективного предварительного концентрирования 
следовых количеств меди и других металлов для аналитических целей. В ре
зультате становится возможным спектрофотометрическое определение меди 
при ее концентрации в интервале от Ю-7 до 10-3 моль/л [159]. Практически пол
ное удаление меди из водных растворов обеспечивает сорбент на основе хито
зана, модифицированного Na-2,3-эпоксипропилсульфонатом [121]. 

Сорбция двух других металлов из подгруппы меди - серебра и золота-изу-
чена значительно слабее. Известно, что серебро сорбируется на хитозане не
много лучше, чем медь - 3,3 и 3,1 ммоль катиона/г сорбента соответственно. 
Правда, в литературе имеются и противоречивые данные [24]. Взаимодейст
вуя с хитозаном, серебро образует прочное труднорастворимое соединение, 
которое может быть использовано для удаления из водных растворов цианид-
ионов [160]. Как и в случае меди, гораздо более эффективными сорбентами 
серебра являются продукты химической модификации хитина и хитозана. В 
частности, дитиокарбамат хитина [117] или измельченный сорбент на основе 
поперечно сшитого хитозана [161] сорбируют серебро намного лучше, чем 
обычный хитин или хитозан. Высокие сорбционные показатели по отноше
нию к серебру и золоту достигнуты на ионообменной смоле на основе хито
зана [162, 163]. Обменная емкость по золоту обычно значительно лучше, чем 
по серебру в аналогичных условиях и здесь она составляет 5,8 ммоль/г [18, 
69]. Исключительно высокой сорбционной способностью по отношению к 
золоту обладают N-(2-пиридилметил-, N-(2-тиэнилметил)- и N-{3-(метил-
тио)пропил}хитозан [115] и другие производные хитозана [162, 164]. Пред
принята попытка использования природного хитозана в качестве сорбента 
для извлечения золота из природных вод и отработки оптимальных условий 
проведения этого процесса [136]. 

Подводя итоги по сорбции элементов первой группы, следует отметить, что 
хитин и хитозан хорошо сорбируют только ионы переходных металлов, имею
щие в своей структуре d-электроны. Причем эффективность сорбции хитоза
ном увеличивается в ряду Cu2+, Ag+, Au3+ [136], т.е. с увеличением ионного ради
уса сорбируемого иона. 



Металлы второй груйпы. Сорбция основных представителей второй груп
пы Периодической Таблицы Менделеева, щелочноземельных элементов (Be, 
Mg, Ca, Sr, Ba, Ra), хитином и его производными изучена относительно слабо. 
Связано это с тем, что элементы этой подгруппы, так же, как и щелочные ме
таллы, на хитине и хитозане сорбируются очень плохо, или не сорбируются во
обще [15, 165]. Тем не менее, имеются сообщения о том, что можно повысить 
сорбционную способность хитина по отношению к кальцию и магнию путем на
несения пористой хитиновой пленки на твердую подложку с развитой поверхно
стью. Сорбция стронция хитинсодержащим сорбентом Микотон подробно изу
чалась в связи с проблемой дезактивации ЖРО [166]. В результате было уста
новлено, что с увеличением рН раствора сорбция стронция существенно усили
вается. Так, при изменении рН с 5 до 11 коэффициент распределения стронция 
увеличивается с 300 до 2000. Заметное увеличение сорбционной способности по 
отношению к магнию, кальцию и барию обнаружено в исследованиях с исполь
зованием фосфорилированного хитина и хитозана [88]. При этом было показа
но, что сорбция кальция увеличивается при повышении рН, а в связывании ио
нов металлов участвуют не только радикалы, привитые в результате фосфори-
лирования, но и ОН-группы, а также ацетилированные радикалы. 

Относительно хорошие сорбционные свойства по отношению к кальцию и 
барию проявил 6-0-карбоксиметилированный хитин, хотя и отмечено, что каль
ций сорбируется заметно хуже бария [100]. Методами потенциометрии и микро
калориметрии было показано, что сорбция кальция на N-карбоксиметилхитоза-
не происходит не по хелатному механизму, как для других двухвалентных ме
таллов [141], а вероятней всего за счет поверхностной абсорбции агрегатов тру
дно растворимых соединений. Судя по наблюдающейся тенденции увеличения 
сорбируемости элементов при переходе сверху вниз, еще большее увеличение 
сорбируемости можно ожидать для радия, экспериментальные данные для ко
торого пока отсутствуют. 

Вторая подгруппа (цинк, кадмий, ртуть) состоит из представителей переход
ных металлов - носителей d-электронов, отличающихся повышенной сорбиру-
емостью на хитине и его производных. Поэтому сорбционные свойства этих 
элементов исследованы очень подробно. При этом наибольшее внимание уде
лено ртути, что, вероятно, объясняется большой опасностью ее попадания в 
водные системы и изучением возможностей использования хитиновых сорбен
тов для ее удаления. В работах отмечается большая способность к накоплению 
кадмия и ртути в живых грибах [1, 4, 6]. Очевидно, что эта способность связана 
с наличием хитина в клеточных стенках грибов. 

Особенности сорбции цинка и кадмия исследованы достаточно подробно, 
как на разных хитиновых и хитозановых сорбентах, так и при разных физико-
химических условиях. На хитине и хитозане цинк и кадмий обычно сорбиру
ются хуже, чем ртуть при тех же условиях [15, 70, 71, 167], но при оптимиза
ции условий сорбируемость этих металлов можно повысить, например за счет 
повышения рН [168]. Сорбционная способность природного хитозана по отно
шению к цинку и кадмию настолько высока, что его можно использовать для 
удаления этих элементов из сточных вод на фильтрационных колонках [43]. 
Для набивки колонки можно использовать хитозановые гранулы с высокой 
пористостью, обладающие по отношению к кадмию хорошими кинетически
ми и емкостными характеристиками. Обменная емкость гранул может дости
гать 518 мг кадмия на 1 г сорбента [169, 170]. Близкие значения сорбционной 
емкости по кадмию были получены также на хитине при его извлечении из 
морской воды [151, 171]. 



Существенно повысить сорбцию кадмия можно физической модификацией 
природного хитозана, улучшающей кинетические характеристики сорбента 
[172], или использования 6-O-карбоксиметилированного хитина [100]. Для уда
ления из сточных вод кадмия особенно эффективным оказалось применение 
хитинового комплекса с малеонитрилдитиолятом [159]. Фосфорилирование хи
тина также заметно улучшает сорбцию кадмия [88]. Сорбируемость кадмия на 
хитиновом сорбенте "Микотон-Ch" при низких значениях рН невелика, однако 
при рН > 4 коэффициент распределения кадмия превышает 1000. В хлоридной 
и сульфатной среде сорбция кадмия повышалась, а в нитратной и ацетатной 
среде - слегка понижалась по сравнению с водой [63, 173]. 

Исключительно высокая сорбционная способность немодифицированных 
хитина и хитозана по отношению к ртути отмечается всеми авторами [67, 69, 
174-178]. Как и следовало ожидать, аналогично цинку и кадмию [179], ртуть 
лучше сорбируется хитозаном, чем хитином и это различие увеличивается с по
вышением рН [129]. Поэтому хорошим сорбентом для ртути может быть, на
пример, активированный уголь, импрегнированный хитозаном. 

Специальные модификации хитина или хитозана позволяют повысить сорб-
ционные свойства этих сорбентов по отношению к цинку, кадмию и ртути. В ча
стности, определенные преимущества дают поперечно сшитые полимеры. На
пример, на поперечно сшитом хитозане ртуть сорбировалась лучше других тя
желых металлов [67]. Максимальную эффективность по отношению к ртути 
показал кадмий-хитозановый комплекс в виде ионнообменной смолы [157]. Ис
ключительно высокая обменная емкость по отношению к ртути (более 2 г на 1 г 
сорбента) была достигнута на поперечно сшитом пористом хитозане с удельной 
поверхностью 84 м2/г. Высокие емкостные характеристики показали также 
N-алкилхитозаны [107]. Меркаптопроизводные хитозана удаляют ионы ртути 
из водных растворов с большим содержанием СГ в широком интервале рН [119, 
177]. Водорастворимые производные хитозана также эффективны для удале
ния ртути из сточных вод, содержащих взвешенные частицы [118, 121]. 

Весьма высокой сорбционной способностью по отношению к ртути обладает 
также волокнистый хитиновый сорбент, Микотон-Ch [63, 173]. Коэффициент 
распределения ртути достигает величины порядка 104 мл/г в широком диапазоне 
рН (от 2 до 6). Причем наличие в растворах анионов Cl-, NO3

-, SO4
2- и Ас- не 

существенно влияют на сорбцию этого металла. 
Как и в случае элементов первой группы Периодической Таблицы, хитозан 

гораздо лучше сорбирует ионы переходных металлов, обладающие б?-электро-
нами. При этом эффективность сорбции заметно увеличивается в ряду: 
цинк-кадмий-ртуть [136], что полностью коррелирует с увеличением ионного 
радиуса сорбируемого металла. 

Элементы третьей группы. В состав третьей группы Периодической Таб
лицы Менделеева входит наибольшее число элементов. Основная подгруппа 
включает пять s,p-элементов (бор, алюминий, галлий, индий, таллий). Подгруп
па переходных металлов включает четыре основных d-элемента (скандий, ит
трий, лантан, актиний) и две дополнительные серии f-элементов (лантанидная и 
актинидная), по 14 элементов каждая. В сумме это более трети всей Периоди
ческой Таблицы. Поэтому сорбционное поведение элементов актинидной се
рии, имеющих большое значение, будет рассмотрено отдельно. 

Сведения о сорбции алюминия хитином и его производными весьма немного
численны и противоречивы. По данным одних авторов этот металл не сорбиру
ется ни хитином, ни хитозаном [15, 180]. И в то же время хорошая сорбционная 
способность по отношению к алюминию отмечена на пористых хитиновых плен-



ках, нанесенных на твердую подложку [181]. Кроме того, был разработан 
Fe(II)-хитозановый комплекс, обладающий высокими сорбционными свойствами 
по отношению к алюминию и предложенный в качестве энтеросорбента для уст
ранения побочных явлений, связанных с продолжительным лечебным приемом 
алюминийсодержащих фосфатов [182]. Поперечно сшитый Cu(11)-хитозановый 
комплекс предложен для отделения алюминия от других металлов [112]. Этот же 
комплекс использовался для отделения галлия и индия от цинка [112, 183]. 

Сорбция металлов подгруппы скандия на хитине и хитозане изучена слабо. 
Все немногочисленные сведения относятся к сорбции лантанидов, в частности -
церия, европия, тербия и туллия [184]. По отношению ко всем четырем элемен
там хитозан проявил, хотя и умеренную, но более высокую сорбционную способ
ность, чем хитин. Отмечено, что четырехвалентный церий сорбируется лучше, 
чем трехвалентный. Большой интерес для сорбционного выделения и разделе
ния лантанидов между собой представляет хитозан, модифицированный компле-
ксонами типа этилендиаминтетраацетата (ЭДТА) [133, 134]. Сорбция церия, 
прометия и европия изучалась также на хитиновом сорбенте, Микотон, в зависи
мости от рН раствора [66]. Установлено, что максимальные значения коэффи
циентов распределения (более 1000 мл/г) для всех исследованных лантаноидов 
наблюдаются в интервале рН от 4 до 7. В случае церия замечено повышение ко
эффициентов распределения при увеличении рН > 7,5, что может быть связано 
с окислением церия до четырехвалентного состояния в щелочной среде. 

К сожалению следует отметить, что имеющихся в литературе данных явно 
недостаточно для подробного рассмотрения общих закономерностей сорбцион
ного поведения элементов третьей группы. 

Металлы четвертой группы. Из металлов основной подгруппы s, р-элемен-
тов (Ge, Sn, Pb) достаточно хорошо изучена сорбция свинца, представляющего 
наибольшую опасность для окружающей среды и здоровья человека. Поведение 
свинца в сорбционных системах, использующих хитин или его производные, не
однозначно и в значительной степени зависит от типа модификации и химиче
ского состава растворов. При сорбции чистыми хитином и хитозаном свинец из
влекается довольно умеренно [15, 69, 144, 167, 180, 185], располагаясь в конце ря
да Cu, Zn, Cr, Cd в случае хитина в колоночном варианте [43]. Хитин в виде тон
кой пористой пленки дает гораздо лучшие результаты [181], особенно в интер
вале рН 1,5-6 [186]. При использовании хитозана этот интервал сдвигается в бо
лее щелочную область (рН2,5-7,0). Как и в случае с другими металлами, попе
речно сшитые модификации хитина и хитозана обладают более высокой сорб-
ционной способностью по отношению к свинцу [67, 69, 186]. Различные химиче
ские модификации хитина и хитозана также хорошо сорбируют свинец. Напри
мер, N-дитиокарбоксихитозан показал высокую степень извлечения металла из 
водных систем [118], N-карбоксиметилхитозан хорошо сорбирует ионы свинца 
при повышенной температуре [116], а N-алкилхитозаны имеют высокие емкост
ные характеристики [127]. Хитиновый сорбент Микотон-Ch также показал очень 
высокие сорбционные способности по отношению к свинцу - Kd> 104 мл/г при 
рН > 3 [63, 66]. Наличие в растворе анионов Cl-, NO3

-, SO4
2 и ацетат-иона 

лишь незначительно снижает эффективность сорбции. 
Была предпринята попытка использовать хитозан для извлечения олова из 

водных растворов [187]. Полученные результаты подтвердили такую возмож
ность и в то же время показали, что олово сорбируется несколько хуже, чем 
свинец. Чистые хитин и хитозан плохо сорбируют германий, поэтому для его се
лективного извлечения авторы работы [188] использовали специально синтези
рованную модификацию, N-2,3-дигидроксипропил-хитозан. На колонке, запол-



ненной этим "сорбентом, проводили отделение германия от теллура и бора. 
Сорбцию проводили в слабо щелочной среде, пропуская через колонку до 
90 колоночных объемов. Обменная емкость сорбента составила 1,4 ммоля/г. 

Из подгруппы d-элементов в сорбционных системах с хитином и хитозаном 
Исследовались титан и цирконий [180, 184]. Ни один из этих сорбентов в чистом 
виде титан практически не сорбирует. Его сорбция несколько улучшается лишь 
при использовании модифицированного хитозана. В отличие от титана цирко
ний прекрасно сорбировался на обоих полимерах без всякой модификации. 

В заключение можно сказать, что ионы металлов, представляющих обе 
подгруппы, хитином и хитозаном сорбируются примерно одинаково, причем 
эффективность сорбции увеличивается при переходе в нижнюю часть группы, 
т.е. с увеличением ионного радиуса металла. 

Металлы пятой группы. Из шести металлов пятой группы Периодической 
Таблицы практически только два представителя подгруппы sp-элементов 
(мышьяк и висмут) и один представитель переходных d-элементов (ванадий), 
удостоились внимания исследователей, занимающихся сорбцией переходных 
металлов с использованием хитина и хитозана. Причиной интереса и здесь яв
ляется принадлежность этих элементов к числу ядовитых и необходимость тща
тельной очистки некоторых промышленных отходов, особенно от мышьяка. 

Известно, что многие грибы обладают способностью накапливать большие 
количества мышьяка из почвы [189]. Поэтому не случайно хитин-хитозановая 
смесь показала хорошие результаты при очистке подземных вод от мышьяка 
[190]. Высокую эффективность при извлечении мышьяка из сбросных вод про
явил также хитин, применяемый в виде пористой пленки на твердой подложке 
[181]. Довольно эффективная сорбция мышьяка из водных растворов наблюда
лась также при использовании хитозана, полученного из грибов [53]. Пожалуй 
наилучшие результаты были получены на колонке, заполненной гелеобразным 
хитозаном, модифицированным молибдатом [191]. Наиболее эффективная 
сорбция наблюдалась при рНЗ. До проскока через колонку можно было пропу
стить до 200 колоночных объемов. Обменная емкость в этих условиях состави
ла 200 мг мышьяка на 1 г молибдена. И в то же время, высокопористая смола 
на основе хитозана, модифицированного полиэтиленимином и хорошо зареко
мендовавшая себя при сорбции ртути, урана, кадмия, цинка, меди и никеля, со
всем не сорбировала мышьяк [165]. 

Сорбция висмута из растворов различного состава исследовалась на хити
новом сорбенте Микотон-Ch [63, 66]. Коэффициенты распределения были дос
таточно высокими (около 500 мл/г) в широком диапазоне рН (от 2 до 6). Различ
ная природа анионов, присутствовавших в растворе, заметного влияния на сорб
цию висмута не оказывала. 

Ванадий является самым легким представителем в подгруппе d-элементов 
(V, Nb, Та) и по его сорбционному поведению можно судить о поведении осталь
ных металлов в подгруппе. Для всех трех элементов характерно образование 
оксианионов, с которыми хитозан реагирует с образованием труднораствори
мых соединений, аналогичных полимолибдату [15], обсуждаемому в следующем 
разделе. На этой основе разработан простой и эффективный метод предвари
тельного концентрирования молибдена при определении его содержания в мор
ской воде [192]. Максимальное извлечение на колонке, заполненной хитозаном 
наблюдается при рН4. Аналогичная колонка может использоваться также для 
очистки жидких отходов от ванадия [193]. Предварительно синтезированный 
поливанадат хитозана рассматривается как самостоятельный весьма эффектив
ный сорбент для очистки загрязненных вод от тяжелых металлов [194]. 



К сожалению, имеющихся литературных данных пока не достаточно для 
серьезного обобщения сорбционного поведения элементов пятой группы. Мож
но лишь предположить, что по аналогии с другими группами, ниобий и тантал 
должны сорбироваться лучше ванадия. 

Металлы шестой группы. Что касается представителей главной подгруп
пы, sp-элементов (кислород, сера, селен, теллур, полоний), то их сорбция на хи
тине и хитозане практически не исследована. Да и трудно говорить об их само
стоятельной сорбции, поскольку эти элементы, как правило, входят в состав 
анионов. 

Из металлов подгруппы d-элементов лучше всего исследован хром. Следует 
иметь в виду, что хром может выступать в двух валентных состояниях: в качест
ве катиона Сг3+ и в качестве аниона Сг2O7. Большинство исследований посвяще
но сорбции трехвалентного хрома. Надо сразу сказать, что чистые хитин и хито
зан трехвалентный хром сорбируют не очень активно [15, 24]. Если сравнить его 
сорбцию, например, с рядом двухвалентных металлов (Hg, Pb, Zn, Cu, Cd), то сор-
бируемость хрома как на хитине, так и на хитозане будет наихудшей [186]. И все 
же относительное преимущество остается за хитозаном. Поперечное сшивание 
хитина или хитозана практически не дает улучшения сорбционных способностей 
исходных сорбентов [67]. Изменяя условия сорбции за счет введения в раствор 
различных солей и кислот, можно изменять эффективность извлечения хрома в 
широких пределах, доведя ее до практически полного [15, 146]. Поэтому хитин и 
хитозан все же используются для очистки сточных вод, загрязненных хромом [43, 
195]. Высокая сорбционная способность по отношению к хрому была продемон
стрирована на хитозане, модифицированном анионными реагентами типа суль
фитов, сульфатов, хлоридов, боратов и т.п. и дополнительно обработанных глю-
таровым альдегидом [70, 71, 87]. После такой обработки эффективность извле
чения хрома достигала значений, близких к 100%. Сорбцию Cr3+ изучали также на 
хитиновом сорбенте Микотон-Ch, который показал весьма высокую эффектив
ность извлечения в интервале рН от 3 до 6. Коэффициент распределения при 
этом приближался к 104 мл/г. Наличие в растворе ионов Cr, NO3

-, Ас- и SO4
2-

лишь незначительно ухудшало сорбцию этого металла [63, 66]. 
Как уже говорилось, шестивалентный хром присутствует в растворах в ви

де оксигенированного бихромат-иона, взаимодействующего с хитозаном с об
разованием нерастворимого соединения, что может быть использовано для 
его выделения с помощью хитозана [15]. Аналогичная реакция имеет место и 
в случае шестивалентного молибдена, где образуется полимолибдат хитозана 
с весовым соотношением Мо/хитозан - примерно 1/1 [15, 196, 197]. Это обсто
ятельство используется для эффективного выделения молибдена из промыш
ленных отходов и морской воды [180]. В присутствии комплексообразовате-
лей, например тиоцианата, происходит селективное осаждение молибдена с 
очисткой от многих других тяжелых металлов. Полученный полимолибдат 
может в свою очередь использоваться в качестве селективного сорбента 
мышьяка [191] и фосфат-иона с которым образуется нерастворимый полифо-
сформолибдат хитозана [198]. 

К сожалению, о каких-либо закономерностях здесь говорить трудно, по
скольку сорбция элементов этой группы в катионной форме исследована толь
ко для одного хрома. 

Элементы седьмой группы. Элементы основной подгруппы - галогены -
имеют большое разнообразие валентных состояний, но чаще всего входят в со
став анионов и принимают косвенное участие в процессах сорбции ионов метал
лов. Однако, находясь в элементарном состоянии, бром и иод могут непосредст-



венно сорбироваться хитозаном [199, 200]. При этом иод сорбируется более эф
фективно, поскольку он вступает во взаимодействие с хитозаном, образуя до
вольно прочный комплекс [147]. Наилучшие результаты по сорбции брома и 
иода были получены при использовании в качестве сорбента хитозана с приви
тыми полистирольными группами [201]. 

Из подгруппы d-элементов исследована сорбция практически только одно
го марганца, причем только в двухвалентном состоянии. Mn2+ на хитине и хито
зане сорбируется относительно плохо, даже в хлоридной и сульфатной среде 
[15, 144], располагаясь в конце ряда двухвалентных металлов между кобальтом 
и железом. Обменная емкость хитозана по отношению к марганцу составляет 
всего лишь 0,2 ммоль/г [24]. Ни увеличение удельной поверхности хитозана, ни 
поперечное сшивание не дали существенного увеличения сорбционных показа
телей [88, 172]. Высокая степень извлечения марганца была достигнута лишь в 
результате комбинирования хлоридной модификации хитозана и сшивания 
глютаральдегидом [70]. Использование такого сорбента позволяет количест
венно извлекать марганец из водных растворов. В результате исследований по 
извлечению тяжелых металлов из илов с использованием магнитных модифи
каций хитиновых сорбентов Микотон-Cs-M и Микотон-М были также получе
ны высокие показатели по очистке от марганца [63]. 

Что касается марганца в семивалентном состоянии, то ион MnO4
- является 

сильным окислителем, особенно по отношению к ацетиламидным и аминным 
группам хитина и хитозана. В результате их взаимодействия марганец восстана
вливается до диоксида и прочно удерживается сорбентом. Поэтому исследовать 
сорбцию собственно иона MnO4

- хитином и хитозаном не удается. Однако эта 
реакция была использована для получения модификации Микотона, обладаю
щей повышенной сорбционной способностью по отношению к стронцию [66]. 
Сорбционное поведение представителей d-элементов может быть продемонст
рировано на сорбции пертехнетат-иона, окислительная способность которого 
выражена гораздо слабее, не является сильным. Оказалось, что ион TcO4

- пло
хо сорбируется, как хитином, так и хитозаном [202]. 

Металлы триад. Сорбируемость элементов восьмой группы хитином и 
хитозаном лучше всего изучены на триаде железо-кобальт-никель. Несмо
тря на значительное сходство химических свойств этих элементов, эффек
тивность их сорбции на хитозане в 0,1 М растворе хлорида калия заметно от
личается: хуже всего сорбируется двухвалентное железо и лучше всего - ни
кель [15]. В таком же порядке увеличиваются и емкостные характеристики 
хитозана по отношению к этим элементам. Отличается сорбция и по кинети
ке. Быстрее всего равновесие достигается в случае железа и медленнее все
го - в случае кобальта. Максимальная сорбция Fe2+ была получена на хито
зане в 0,1 М растворе сульфата аммония [15]. В этих условиях железо и ни
кель сорбируются примерно одинаково. Также как и во всех остальных слу
чаях, сорбция элементов первой триады на хитине менее эффективна, чем на 
хитозане [176], однако использование хитина в виде пористой пленки, нане
сенной на твердую подложку, существенно улучшает сорбируемость этих 
металлов. 

Фосфорилирование хитина и хитозана с последующим сшиванием биополи
меров оказалось весьма эффективным для повышения сорбционной способно
сти по отношению к никелю [88]. N-карбоксиметилхитозан и N-сульфофурфу-
рил хитозан также обладают более высокими сорбционными способностями по 
отношению к рассматриваемым элементам [105, 116]. 



Сорбция металлов второй триады - рутения, родия и палладия - изучена не
сколько хуже. Известно, что рутений относительно слабо сорбируется из вод
ных растворов как хитином, так и хитозаном. Обнаружено, что при использова
нии дитиокарбамата хитина [163] сорбция рутения существенно повышается. 
Улучшение сорбции на хитозане наблюдалось также в присутствии КMnO4 и 
Na2S2O8 [184], однако это, по-видимому, связано с окислением рутения в этой 
среде до RuO4, который либо сорбируется, либо улетучивается, поскольку это 
легко летучее соединение. Для эффективного извлечения родия (с выходом до 
99,9%) предлагается использовать фильтрационную колонку, заполненную по
перечно сшитым хитозаном [122, 125]. После насыщения родием хитозан сжи
гается при 400 °С. Хорошие результаты по сорбции родия и других платиновых 
металлов были получены при использовании хитозана, модифицированного об
работкой сильными комплексообразователями типа полиаминполиуксусных 
кислот [123, 124, 203]. Палладий показал исключительно высокую способность 
сорбироваться на хитозане. Поперечно сшитый хитозан способен удерживать 
до 480 мг этого металла на 1 г сорбента, т.е. около 4,5 ммоль/г [161]. Причем в 
присутствии меди сорбент проявлял высокую селективность по отношению к 
палладию, который также хорошо сорбировался на ионообменной смоле, полу
ченной на основе хитозана по методике, описанной в работе [164]. Существен
но улучшить сорбцию палладия позволяет карбоксиметилирование хитозана 
[112], а также использование для этой цели N-(2-пиридилметил)-, N-(2-тиэнил-
метил)- и М-3-(метилтиопропил)хитозана [115] или других производных [195]. 
Высокие сорбционные характеристики по отношению к палладию продемонст
рировал также Микотон-Ch. Коэффициент распределения палладия при сорб
ции в слабо кислых нитратных растворах достигает 104 мл/г. 

Сорбция металлов последней триады (Os, Ir, Pt) изучена в основном на пла
тине. Сорбция этого металла хитозаном показала высокие емкостные характе
ристики сорбента - до 4,5 ммоль/г [136]. Отличные результаты были получены 
при использовании N-(2-пиридилметил)-, N-(2-тиэнилметил)- и N-(З-метилтио-
пропил)хитозана [115]. Наивысшие сорбционные показатели по отношению к 
платине были получены при использовании хелатирующей смолы на основе 
эпихлоргидрин-хитозана [162, 164]. Улучшение сорбционных свойств по отно
шению к металлам платиновой группы достигнуто также за счет модификации 
хитозана иминодиуксусной кислотой [79, 122-124]. Кроме того, было показано, 
что с помощью такой модификации можно отделять трехвалентный иридий от 
других металлов платиновой группы. 

Некоторые закономерности сорбции элементов этой группы можно про
следить на триаде (Fe2+, Co2+, Ni2+) и последних элементах триад (Ni2+, Pd2+, Pt4+). 
В первом случае увеличение числа d-элементов приводит к увеличению сорби
руемости, несмотря на то, что ионный радиус при этом несколько уменьшает
ся. Во втором - увеличение порядкового номера элемента сопровождается уве
личением сорбируемости, хотя строго говоря сравнивать можно только ионы 
никеля и палладия, имеющие одинаковый заряд, а здесь переход сопровождает
ся увеличением ионного радиуса. 

Актиниды. Группа актинидов включает 14 химических элементов, начиная 
с тория и кончая лауренсием (элемент № 103), главной особенностью которых 
является заполнение электронами внутренней 5f-оболочки. Все изотопы этих 
элементов радиоактивны. Большинство из них получены искусственно и в нор
мальных условиях в природе не встречаются, вернее не должны встречаться. 
Именно техногенные актиниды, попадая в окружающую среду, представляют 
наибольшую опасность, поскольку это в основном наиболее долгоживущие, а 



некоторые и наиболее легко мигрирующие альфа-излучатели. К их числу отно
сятся уран и все трансурановые элементы, включая кюрий. До сих пор транс
урановые элементы, кроме, пожалуй, плутония, считаются совершенно непо
стижимой экзотикой, и мало кто знает, что, например, в течение нескольких 
месяцев после Чернобыльской катастрофы наибольший вклад в альфа-актив
ное загрязнение окружающего района вносил кюрий-242, а сейчас, спустя 
16 лет, наибольший вклад вносит и еще много лет будет вносить - америций-241 
[204]. С переходом на смешанное уран-плутониевое топливо выход трансплуто
ниевых изотопов многократно увеличится [205]. 

Актиниды в окружающей среде представлены большим разнообразием ка
тионов, различных по структуре и заряду. Так, наиболее устойчивые катионы 
урана и трансуранов - это соответственно: UO2

++, NpO2
+, Pu++++, Am+++ иCm+++. 

Поэтому подобрать среди известных реагентов какой-либо соосадитель, экст-
рагент или сорбент общий для всех этих разновидностей ионов казалось бы 
просто невозможно. Однако именно таким сорбентом оказался хитин и его про
изводные. Вначале это было показано на сорбции урана и тория хитозаном [15, 
128, 206], а позднее - в результате весьма подробных и систематических иссле
дований по сорбции урана и трансурановых элементов хитином и его производ
ными [65, 207, 208, 209]. Показано, что хитин и хитозан, и особенно хитин-глю-
кановый комплекс, получаемый из высших грибов [210], весьма эффективно 
сорбируют всю эту группу актинидных катионов (коэффициенты распределе
ния в интервале 103-105 мл/г) в широком диапазоне рНЗ-8 и концентрации солей 
легких металлов (до 400 г/л NaN03). При этом характер зависимости значений 
коэффициентов распределения (Кр) от рН для всех видов ионов примерно оди
наков (с максимумом в районе рН5). Кроме того порядок сорбируемости кати
онов актинидов в области максимальных значений Кр (Cm3+ = Am3+ > Pu4+ > 
UO2

++) совершенно не соответствует общепринятым представлениям о способ
ности этих катионов к комплексообразованию (М4+ > МО2

++ > М3+) [211]. Одна
ко если принять во внимание наблюдавшуюся в других группах корреляцию 
сорбируемости катионов с ионным радиусом, то все легко объясняется, по
скольку ионные радиусы Cm3+, Am3+, Pu4+, NpO2

+ и UO2
++ довольно близки (со

ответственно: 0,98, 0,99, 0,90, 0,88 и 0,83) [211] и уменьшаются в том же поряд
ке, что и соответствующие коэффициенты распределения актинидов. 

Результаты последних работ [142, 212] показывают, что хитин и хитозан хо
рошо сорбируют трансурановые элементы не только из растворов с относи
тельно высокими значениями рН, но и растворов с концентрацией щелочи до 
4 моль/л, что очень важно для дезактивации щелочных отходов. 

ПРИМЕНЕНИЕ ХИТИН-ХИТОЗАНОВЫХ СОРБЕНТОВ 

Применение в аналитической химии. Высокая сорбционная избиратель
ность хитина и его производных по отношению к тяжелым металлам делает их 
уникальными сорбентами для выделения этих металлов из сильно солевых рас
творов, поскольку, как правило это соли щелочных или щелочноземельных ме
таллов. К тому же отдельные химические модификации обладают специфиче
ской селективностью по отношению к индивидуальным металлам. Эти особен
ности позволяют выделять тяжелые металлы непосредственно из жидких про
мышленных отходов и морской воды [117, 213]. Поэтому хитин - хитозановые 
сорбенты могут использоваться в качестве беззольных реагентов для выделе-



ния, разделения и предварительного Концентрирования, как целых групп опре
деленных металлов, так и некоторых индивидуальных элементов при их анали
тическом определении в жидкой среде. В качестве примеров можно привести 
выделение и предварительное концентрирование меди, цинка, кадмия и свинца 
при их определении в морской воде [167] с использованием хитозана, или выде
ление меди, кобальта и никеля при определении их содержания в марганцевых 
конкрециях, используя хелатную хроматографию на колонке с хитозаном [214]. 
Хитин хорошо сорбирует кадмий и свинец и также используется для их опреде
ления в морской воде [171]. Хитозан селективно сорбирует уран и ванадий из 
водных растворов с низкой концентрацией этих металлов [193]. Волокнистый 
хитин, содержащий сорбент Микотон, эффективно использовался для пробоот-
бора с одновременным концентрированием при определении содержания акти
нидов и тяжелых металлов в аэрозолях воздуха, в пресной и морской воде, а 
также в ЖРО и почве [204]. Хитозан, модифицированный комплексоном семей
ства полиаминполиацетатов, применялся для предварительного концентриро
вания некоторых металлов платиновой группы [124]. Дитиокарбамат хитозана 
весьма эффективно сорбирующий благородные металлы, может быть реко
мендован для предварительного концентрирования при определении золота ру
тения и палладия [163]. Не менее эффективно для выделения благородных ме
таллов может использоваться хитозановая смола, модифицированная пропан-
сульфоном [215]. Железо можно быстро и просто определить спектрофотомет-
рически после предварительного концентрирования в виде хитинового компле
кса с О-фенантролином [216]. Спектрофотометрический метод может исполь
зоваться также для изучения взаимодействия некоторых окрашенных ионов ме
таллов с хитозаном [217]. Селективная сорбция меди достигается благодаря ис
пользованию комплекса трехвалентного железа с пиридиловой функциональ
ной группой [218]. Возможности использования хитина для определения строн-
ция-90 в морской воде рассматриваются в работе [219]. 

После проведения предварительного концентрирования хитозан, содержа
щий определяемый элемент, может сжигаться непосредственно в установке для 
атомно-абсорбционной спектрометрии. Такой прием удачно использовался при 
определении молибдена и ванадия в морской воде [180, 192]. Для увеличения 
чувствительности VA-метода за счет предварительного накопления определяе
мого металла, пленка модифицированного хитозана может наноситься непо
средственно на рабочий электрод [111]. 

Выделение тяжелых металлов из промышленных отходов. Выделение тя
желых металлов из промышленных сточных вод может оказаться полезным, 
как с целью их очистки от токсичных металлов [71], так и с целью устранения 
потерь ценных компонентов, например, благородных металлов [215]. Данные, 
приведенные выше, свидетельствуют о том, что хитин - хитозановые сорбенты 
демонстрируют уникальные возможности для решения обеих задач. 

Для выделения ядовитых металлов из промышленных отходов можно ис
пользовать, как чистые хитин и хитозан [118, 181, 220], так и более сложные мо
дификации [90, 91]. Понимая, что для промышленного применения экономиче
ски более целесообразно использовать дешевый сорбент, для переработки от
ходов гидрометаллургических предприятий некоторые авторы рекомендуют 
использовать биологически активные отходы производства антибиотиков [56]. 
Для регенерации ценных металлов можно использовать и более дорогие моди
фикации, например, сложные производные хитозана для выделения платины 
[221] и редкоземельных металлов [134]. Однако, несмотря на обилие и разнооб
разие данных по сорбции тяжелых металлов хитином, хитозаном и их производ-



ными, пока не работает ни одной, хотя бы полупромышленной установки по 
очистке жидких отходов. Причин тому, по-видимому, две - имеющиеся сорбен
ты либо слишком дороги, либо не обладают приемлемыми технологическими 
характеристиками. 

Дезактивация жидких радиоактивных отходов. Одной из первых работ, по
священных применению хитиновых сорбентов для дезактивации ЖРО можно 
считать изучение возможности удаления плутония из радиоактивных отходов с 
помощью хитина [222]. Затем последовал ряд работ, связанных с использовани
ем производных хитозана для очистки уран содержащих отходов [49, 128, 223]. 
Дальнейшие исследования показали, что хитин содержащие сорбенты могут ис
пользоваться для дезактивации природных объектов, загрязненных не только 
актинидами, но и другими радионуклидами [224], и поэтому их применение мо
жет способствовать усовершенствованию существующей технологии перера
ботки жидких отходов низкого и среднего уровня активности [225]. Наиболее 
перспективным сорбентом для этой цели представлялся Микотон и его модифи
кации [210], промышленное производство которых было организовано в Укра
ине. Их применение может позволить практически полностью дезактивировать 
солевые отходы атомных электростанций, достигая при этом высокой степени 
компактирования радиоактивности, что было подтверждено испытаниями, про
веденными на Чернобыльской, Хмельницкой и Мангышлакской АЭС [226, 
227]. Возможности сравнительно простого получения модификации Микотона, 
обладающих заданными сорбционными и технологическими характеристиками, 
позволяли реализовать концепцию полной дезактивации ЖРО низкого и сред
него уровня активности [66, 135]. Этому во многом способствовали результаты 
систематических исследований сорбционных свойств Микотона и его модифи
каций по отношению к основным радионуклидам представленным в ЖРО, вы
полненных в РНЦ "Курчатовский Институт". Исследования включали не толь
ко определение коэффициентов распределения большого числа радионуклидов 
в зависимости от химического состава и рН модельных растворов, но также изу
чение кинетики сорбции радионуклидов и проведение экспериментов на фильт
рационных колонках, как с модельными растворами, так и с реальными ЖРО 
атомных электростанций в Украине и Китае, а также завода по переработке 
ОЯТ во Франции [166, 228]. Для промышленного использования Микотона и 
его модификаций предложена непрерывная, многоступенчатая, противоточная 
схема на основе центробежных сорберов [229]. При финансовой поддержке гер
манской компании Нукем Нуклеар в НИКИМТе (Москва) по этой схеме разра
ботана, изготовлена и испытана пятиступенчатая демонстрационная установка, 
производительностью 50 л/ч. 

Все приведенные коэффициенты распределения и закономерности сорбции 
имеют смысл только тогда, когда рассматриваемые элементы находятся в ион
ной форме или, по крайней мере, в виде истинных растворов. Однако в реаль
ных ЖРО некоторые радионуклиды часто находятся в виде коллоидного рас
твора и тогда никакие ионообменные или хелатирующие сорбенты не в состо
янии обеспечить необходимую степень дезактивации. Наиболее часто коллоид
ные формы образуют кобальт и плутоний в долго хранившихся щелочных от
ходах [230]. Для решения проблемы более полной дезактивации таких ЖРО 
весьма перспективной представляется комбинация сорбционного метода с пред
варительной флоккуляцией коллоидов и взвешенных частиц на свежеосажден-
ном хитозане [231, 232, 233]. По сравнению с неорганическими соосадителями 
хитозан обладает следующими преимуществами: 1) образуется более объеми
стый осадок и требует меньшего количества флоккулянта; 2) является не толь-



ко флоккулянтом, но и весьма активным сорбентом; 3) представляет собой без
зольный материал, обеспечивающий эффективное компактирование выделен
ных радионуклидов за счет сжигания. 

Исследовались возможности применения флоккуляционной технологии с 
использованием некоторых видов водорастворимого хитозана [234] для дезак
тивации ЖРО. Было выбрано несколько долгоживущих радионуклидов, являю
щихся типичными представителями ЖРО различного происхождения (137Cs, 
90Sr, 60Co, 54Mn, 239Pu). На примере кобальта были показаны преимущества ис
пользования водорастворимого хитозана в качестве флоккулянта по сравнению 
с его же использованием в качестве сорбента. В результате показано, что наи
лучшими флоккуляционными свойствами обладают высокомолекулярные хи
тозаны с максимальной степенью дезацетилирования [235]. При этом опти
мальный расход флоккулянта составляет не более 1 г/л. 

Высокие сорбционные характеристики по отношению к актинидам [128, 
207] свидетельствуют о том, что хитозан с ионами урана и трансурановых эле
ментов образует очень прочные комплексы. Это обстоятельство может быть 
использовано для выделения урана и трансурановых элементов из растворов 
методом ультрафильтрации в виде комплексов с высокомолекулярными водо
растворимыми хитозанами [236]. 

В результате удалось разработать, на наш взгляд, весьма перспективный 
флоккуляционно-сорбционный метод дезактивации ЖРО низкого и среднего 
уровня активности, основанный на том, что в качестве сорбента используются 
различные модификации волокнистого хитинсодержащего материала Мико-
тон, получаемые в ИКБГИ АН Украины, а в качестве флоккулянта - водорас
творимые или кислоторастворимые хитозаны, производимые также в промыш
ленных масштабах в России [166]. Эта взаимодополняющая комбинация без
зольных природных полимеров позволяет достигать высокой степени очистки 
ЖРО от целого комплекса долгоживущих радионуклидов, включая актиниды, 
продукты деления и элементы с наведенной активностью, а также эффективно 
компактировать выделенные радионуклиды за счет сжигания. 

Основными источниками сорбентов на основе хитина и его производных 
служат панцири морских членистоногих, а также биомасса, получаемая из низ
ших и высших грибов. Для увеличения сорбционной способности хитина произ
водится модифицирование. Основной модификацией хитина является продукт 
его дезацетилирования - хитозан. Синтезировано большое количество всевоз
можных модификаций хитина и хитозана, начиная с простого фосфорилирова-
ния и кончая химической прививкой сложных органических радикалов. Повы
шенными сорбционными свойствами по отношению к тяжелым металлам обла
дают также природные хитин-глюкановые комплексы, получаемые из биомас
сы низших и высших грибов. Хитинсодержащие материалы волокнистой стру
ктуры позволяют проводить композитное модифицирование, придавая матери
алу заданные сорбционные и технологические свойства. 

Поскольку в составе хитина и его производных имеется несколько функци
ональных групп, механизм сорбции тяжелых металлов имеет довольно слож
ный характер и требует серьезных систематических исследований. Тем не ме
нее, можно считать установленным, что в сорбционном процессе принимают 
участие, в основном, ацетиламидные и аминогруппы, а также связеобразующие 
атомы кислорода. 

Имеющиеся многочисленные данные по сорбции ионов самых различных 
металлов позволяют выявить некоторые закономерности. Так главной особен
ностью хитина и хитозана является тот факт, что они совершенно не сорбиру-



ют легкие или биогенные элементы, а их сорбционная способность начинает 
проявляться лишь с переходных металлов, обладающих d-электронами. Общим 
для элементов каждой из групп Периодической Системы являются: повышен
ная сорбируемость представителей d-элементов по сравнению с sp-элементами 
и увеличение сорбируемости с увеличением порядкового номера элемента, что 
в свою очередь коррелирует с увеличением ионного радиуса. Однако и здесь для 
окончательных выводов еще предстоит закрыть множество "белых пятен" и 
провести более строгие сравнительные эксперименты в идентичных условиях. 

По сорбции тяжелых металлов существует масса данных, свидетельствую
щих о перспективности применения хитиновых сорбентов, как в аналитической 
практике, так и для переработки промышленных отходов с целью удаления 
опасных примесей и регенерации ценных металлов. Некоторые из полученных 
сорбентов, обладающих хорошими технологическими характеристиками, в ча
стности волокнистый сорбент Микотон, в самое ближайшее время могут найти 
применение для дезактивации ЖРО и реабилитации загрязненных территорий. 
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Уникальные свойства хитина и хитозана определяют широкое их использо
вание в различных видах хроматографии в качестве структурного компонента 
хроматографических носителей, в качестве специфических лигандов, а иногда 
одновременно сочетая обе эти функции. Хитозан находит также применение в 
качестве спейсера, соединяющего носитель и лиганд. В этой главе будут рас
смотрены некоторые примеры применения хитина и хитозана в колоночной 
жидкостной хроматографии именно в том классическом варианте хроматогра
фии, в котором она была открыта в начале XX в. русским ученым М.С. Цветом 
как способ разделения веществ. 

АФФИННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 

В основе принципа аффинной хроматографии (от affinity (англ.) - сродство) 
лежит способность биологически активных веществ образовывать стабильные, 
специфические и обратимые комплексы. Это могут быть пары природных соеди
нений, таких как фермент-субстрат, фермент-ингибитор, фермент-кофактор и 
др. В этом случае один из компонентов комплекса может быть иммобилизован на 
поверхности носителя и использоваться в качестве лиганда для очистки второго. 
Аффинный лиганд также может быть искусственной природы, например объем
ные молекулы красителей или хелатирующие агенты, заряженные ионами пере
ходных металлов. В аффинной хроматографии, как правило, взаимодействие ме
жду сорбатом и лигандом происходит одновременно по нескольким механизмам, 
преимущественно по ионному, гидрофобному и координационному. Следует ска
зать, что, как и большинство хроматографических методов выделения биополи
меров, аффинная хроматография осуществляется в режиме сорбция-десорбция. 

Хитин является потенциально возможным сорбентом для аффинной очист
ки ферментов, способных катализировать его синтез или деполимеризацию. 
При этом он может одновременно выполнять роли и носителя, и аффинного ли
ганда. В этом случае хитин называется макролигандом [1]. Однако получение 
таких сорбентов связано с рядом проблем. Во-первых, кристаллический хитин 
является непористым материалом и, как следствие, имеет незначительную 
удельную поверхность и низкую сорбционную емкость по белкам. Во-вторых, 
являясь субстратом для выделяемых ферментов, может подвергаться энзимати-
ческому расщеплению в процессе хроматографической очистки. Для устране
ния первого недостатка требуется получать макропористые сорбенты, что дос
тигается растворением полисахаридной основы с последующим ее переосажде
нием в специально подобранных условиях. Главным препятствием при реализа
ции этого подхода является практически полная нерастворимость хитина. На 
сегодняшний день существует несколько различных способов получения круп
нопористого хитина. Можно растворять непосредственно хитин в диметилаце-
тамиде-LiCl [2] или в той же системе с добавлением N-метил-2-пирролидона [3]. 
Проблему нерастворимости хитина можно решить и с помощью его химиче-
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ской модификации, например, ангид
ридом масляной кислоты [4]. Бутири-
лированный хитин хорошо растворя
ется в тетрагидрофуране и легко реге
нерируется омылением в щелочных 
условиях. Однако всем этим способам 
свойственен один недостаток: хитин, 
полученным осаждением из неводной 
среды, имеет вторичную структуру, 
отличную от природного полисахари
да. И это может сказываться на степе
ни сродства к тем или иным выделяе
мым объектам. Поэтому на практике 
гораздо чаще используются сорбенты, 
полученные на основе хитозана с пос
ледующим N-ацетилированием в мяг
ких условиях. Такой подход является 
наиболее перспективным и универ
сальным по следующим причинам: 
1) хитозан растворим в разбавленных 
растворах кислот и формирование 
гранул сорбента происходит в водной 
среде, что обеспечивает укладку поли
мерных цепей в конформации, близ
кой к природной; 
2) за счет свободных аминогрупп полу
чаемый сорбент может быть обрабо
тан бифункциональными сшивающи
ми агентами, такими, как глутаровый 
диальдегид [5]; кроме того, можно по
лучать поперечно-сшитый хитозан и 
через гидроксильные группы, напри
мер, с помощью 2,3-эпоксипропилхло-
рида [6]; такая обработка не только 
повышает механическую прочность, 
но и является главным способом борь
бы с ферментативным расщеплением 
хитиновой матрицы [7]; при обработке 

уксусным ангидридом можно варьировать конечную степень дезацетилирова-
ния, что позволяет направленно изменять аффинные свойства сорбентов [6]; 
3) через свободные аминогруппы можно ковалентно присоединять различные 
лиганды другой природы и получать сорбенты для разных видов хроматогра
фии, в том числе ионообменной, гидрофобной, металло-хелатаффинной и т.д. В 
этом случае хитин будет использоваться только как носитель. 

Какие же белки выделяют на хитиновых сорбентах? В первую очередь это 
различные хитиназы и родственные им ферменты. При этом нередко за одну ста
дию аффинной хроматографии достигается высокая степень очистки, позволяю
щая получать электрофоретически гомогенный белок. В качестве примера мож
но привести выделение одной из хитиназ хитинолитического комплекса 
Streptomyces kurssanovii [8]. А в специально подобранных условиях из того же ком
плекса можно выделить в одну стадию две индивидуальные хитиназы (рис. 1) [6]. 



Аффинная очистка на поперечно сшитом с помощью эпихлоргидрина 
коллоидном хитине дает положительные результаты и при выделении из 
Streptomyces других ферментов хитинолитического комплекса. В их числе 
можно упомянуть хитобиазу и N-ацетилгексозаминидазу [9]. Выделяемые 
ферменты могут быть как микробиологического происхождения, так и расти
тельные. С помощью хитиновых сорбентов были выделены растительные хи-
тиназы из риса [10] или гладиолусов [11]. Поскольку хитин подвергается био
деградации не только хитинолитическими ферментами, но другими гидрола
зами, они также могут являться объектами для выделения на подобных аф
финных сорбентах. Среди описанных примеров можно указать на выделение 
яичного лизоцима [12]. 

В целом, белков, связывающихся с хитином, не так много и это до недавне
го времени ограничивало применение хитиновых сорбентов. Однако в этом 
оказался и положительный момент. Недавно появившийся метод выделения ре-
комбинантных белков основан на взаимодействии хитинсвязывающего фраг
мента белка с гранулированным хитином. Для этого к гену нужного белка при
соединяется ген, кодирующий синтез небольшого (5 кДа) хитинсвязывающего 
фрагмента, выделенного из С-концевого участка хитиназы А1 Bacillus circulans 
WL-12. Этот участок, состоящий из 52 аминокислотных остатков, имеет высо
кое сродство к хитину, но при этом не связывается с другими полисахаридами, 
например, целлюлозой, ксиланом, амилозой. Причем хитин должен быть высо
комолекулярным, так как к олигомерам хитина со степенью полимеризации от 
1 до 6 этот хитинсвязывающий полипептид не имеет сродства ни в растворе, ни 
в случае их иммобилизации на агарозе. Вся эта конструкция экспрессируется в 
E.coli, которая и продуцирует химерный рекомбинантный белок, содержащий 
на С- или N-конце хитинсвязывающий участок. Процедура выделения целевого 
белка достаточно проста: после нанесения на хитиновый сорбент, получаемый 
ацетилированием хитозана с молекулярной массой 750 кДа, и отмывания при
месей колонку оставляют при пониженной температуре на ночь в буфере, со
держащем дитиотреитол или b-меркаптоэтанол. За это время связь между 
С-концевым аланином нативного белка и цистеином хитинсвязывающего фраг
мента гидролизуется на 80-90%. Затем целевой белок легко элюируется, а ос
тавшийся фрагмент удаляется с хитинового сорбента с помощью детергентов 
[13-15] (рис. 2). 

Наличие в хитозане амино- и гидроксильных групп позволяет получать его 
производные как с одинаковыми, так и разными заместителями. Благодаря это
му можно получать соединения с отличными от нативного хитозана аффинны
ми свойствами. Так N-сульфосукцинат хитозана, ковалентно иммобилизован
ный на пористом силикагеле был использован для выделения щелочной фосфа-
тазы из кишечника тюленя [16], применяемую как фермент-маркер в иммуно-
ферментном анализе. Поскольку эту фосфатазу также выделяют на сорбентах, 
содержащих в качестве лигандов гепарин или конканавалин А, можно предпо
ложить, что N-сульфосукцинилированный хитозан частично приобретает свой
ства этих биополимеров. При получении сорбентов из хитозана в качестве аци-
лирующего агента можно использовать не уксусный ангидрид, а его более выс
шие гомологи, что позволяет направленно изменять их гидрофобность, тем са
мым расширяя область применения таких сорбентов. Зависимость эффективно
сти очистки фермента от гидрофобности полученного сорбента была исследо
вана при выделении фосфорилазы [17]. Было найдено, что хитиновый (т.е. аци-
лированный уксусным ангидридом) сорбент практически не имеет сродства к 
этому ферменту. Но уже производное хитозана, ацелированное ангидридом 



Схема получения рекомбинантных белков с использованием 
хитинсвязывающего сайта [15] 

масляной кислоты, количественно сорбирует фосфорилазу, позволяя прово
дить очистку с высоким выходом. Использование же более гидрофобных моди-
фикантов усиливает сродство к ферменту до такой степени, что удается десор-
бировать не более 20% фосфорилазы. 

Кроме рассмотренных случаев, где хитин выступает в роли лиганда, есть и 
другая область его применения в хроматографии- Такие параметры, как высо
кая механическая прочность, хорошие гидродинамические показатели, стабиль
ность при хранении, незначительная неспецифическая сорбция делают хитин 
вполне подходящим материалом для хроматографических носителей. Так ово-
мукоид цыпленка, используемый в качестве аффинного лиганда при очистке 



трипсина, был иммобилизован на агарозе и поперечно сшитом хитозане. Срав
нение результатов очистки на этих двух сорбентах показало, что сорбент на ос
нове хитозанового носителя не только не уступает широко распространенному 
агарозному, но, по некоторым параметрам даже его превосходит [18]. 

ХИРАЛЬНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 

Оптически активные соединения играют исключительно важную роль во мно
гих биохимических процессах, их исследование имеет принципиальное значение для 
теоретической органической химии и фармации, а контроль оптической чистоты 
производимых лекарственных средств в настоящее время законодательно введен во 
всех промышленно развитых странах. Этим и объясняется все возрастающий инте
рес исследователей к совершенствованию старых и разработке новых методов раз
деления рацематов и контроля оптической чистоты разделяемых продуктов. Ис
пользование хроматографических методов разделения энантиомеров позволяет не 
только получать хиральные соединения со стопроцентной степенью оптической чи
стоты, но и, что особенно важно, перейти от эмпирического поиска разделяющих 
систем к созданию систем, осуществляющих разделение целых классов соединений 
на вполне рациональной основе с вполне предсказуемым результатом. 

Для создания эффективных хроматографических методов разделения энан
тиомеров необходимо более углубленное изучение процессов хирального рас
познавания энантиомеров в хроматографических системах, совершенствование 
способов синтеза и структуры применяемых неподвижных фаз, а также созда
ние новых хиральных неподвижных фаз, как синтетических, так и фаз на осно
ве природных соединений. Весьма перспективны для создания хиральных не
подвижных фаз полисахариды, так как они имеют асимметрические центры в 
каждом структурном звене. 

В последнее время различные производные природных полисахаридов, та
ких как целлюлоза, амилоза, хитозан, ксилан, декстран, адсорбционно или хи
мически закрепленных на силикагеле, успешно применяются в качестве хираль
ных неподвижных фаз для разделения многих рацемических соединений, при
чем хитозан в этом ряду играет далеко не последнюю роль. Это обусловлено на
личием в его молекуле заряженных группировок и возможностью получения 
как ди-, так тризамещенных производных при модификации, соответственно, 
хитина и хитозана, что позволяет в более широком диапазоне варьировать 
сорбционные свойства синтезируемых лигандов [19]. 

В соответствии с химической природой хитозана, разделение на нем может 
быть обусловлено следующими взаимодействиями: анионным обменом с прото-
нированной аминогруппой (или с образованием комплексов с переносом заряда 
при участии аминогруппы в качестве электронодонорной компоненты), адсорб
цией на гидроксильных группах, образованием хелатных комплексов, гидро
фобными взаимодействиями, а также стерически селективным образованием 
комплексов включения с сорбатами или различными комбинациями этих взаи
модействий. Преимущественное протекание какого-либо процесса определяет
ся составом и свойствами подвижной фазы [20]. 

Из всех видов хроматографии при хиральном распознавании различия во 
взаимодействии разделяемых компонентов со стационарным лигандом мини
мально, что диктует необходимость максимального повышения эффективности 
процесса. В первую очередь это достигается использованием режима высоко
эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), где маленький размер час
тиц носителя (3-10 мкм) вызывает необходимость использования высокого да-



вления. При этомиспользуемые носители должны быть несжимаемыми и абсо
лютно жесткими. Понятно, что хитозан, как и другие полисахариды, не облада
ет этими свойствами, поэтому в режиме ВЭЖХ используется только в качест
ве лиганда, иммобилизованного на кремнеземной или полистирольной поверх
ности. И здесь снова возникает проблема ограниченной растворимости хитина 
и хитозана. Для ее решения чаще всего применяется химическая дериватизация, 
и большинство известных сорбентов содержат в качестве хиральных селекто
ров модифицированные полисахариды. Среди них наиболее удачными оказа
лись арилкарбаматы, получаемые взаимодействием арилизоцианатов с соответ
ствующим полисахаридам. Помимо увеличения растворимости такая модифи
кация расширяет спектр реализуемых механизмом взаимодействия с энантио-
мерами. Хиральное распознавание на таких неподвижных фазах можно объяс
нить формированием внутрицепных и междуцепных комплексов включения с 
разделяемыми энантиомерами, а также взаимодействием сорбатов с полярной 
карбаматной группой, т.е. образованием водородных связей между NH и С=O 
группами и диполь-дипольными взаимодействиями между С=O-группами [21]. 

Таким образом, способность данных неподвижных фаз к стерической дис
криминации зависит и от природы заместителя в бензольном кольце арилкарбо-
нильной группы. Среди исследованных замещенных арилкарбаматов примене
ние фенил- и 3,5-диметилфенилкарбаматов оказалось наиболее удачным для 
разделения рацемических соединений различных классов. И хотя они и являют
ся сейчас наиболее широко используемыми, в том числе и для получения ком
мерчески доступных неподвижных фаз, находят применение и другие производ
ные природных полисахаридов. Например, хитозан, модифицированный бензо-
илхлоридом, дает хорошие результаты по разделению оптических изомеров [22]. 

Для получения неподвижных фаз на основе производных хитина и хитозана 
возможна как физическая адсорбция [23], так и химическое закрепление произ
водных полисахаридов на силикагеле. Адсорбированные полисахариды и их 
производные частично растворяются или набухают в таких растворителях, как 
хлороформ, толуол, этилацетат или ацетон. Следовательно, выбор элюента в 
этом случае ограничен. Несмотря на то, что химическое закрепление полисаха
ридов и их производных на силикагеле более трудоемкий процесс, он, в боль
шинстве случаев оправдывает себя, так как получаемые неподвижные фазы бо
лее стабильны, обладают лучшими хроматографическими характеристиками и 
высокой устойчивостью к различным растворителям. Однако химическая им
мобилизация имеет ряд ограничений, связанных с отсутствием в модифициро
ванных полисахаридах реакционно способных групп и нестабильностью сили-
кагеля при щелочных рН. Поэтому при получении указанных производных хи
тозана одновременно добавляется и модификант, содержащий функциональ
ную группу, через которую проводится ковалентное закрепление на сорбенте. 
Одним из примеров может служить присоединение к аллилсиликагелю арил
карбаматов хитозана с предварительно введенными аллильными группами, 
проходящее по реакции радикальной полимеризации [24]. Разрешающая спо
собность полученных таким образом хиральных фаз зависит от соотношения 
привитых аллильных и арилкарбаматных групп: увеличение доли арилкарба-
матных групп улучшает разрешение рацемических смесей. Кроме того, эти сор
бенты проявляют высокую устойчивость к таким растворителям, используе
мым в жидкостной хроматографии, как хлороформ и тетрагидрофуран, в кото
рых сами полисахариды растворимы или набухают. Второй возможный подход 
состоит в получении низкомолекулярных (5-10 кДа) водорастворимых образ
цов хитозана, которые через аминогруппы ковалентно присоединяются к сили-



кагелю [25]. При необходимости введения ароматических заместителей эту ре
акцию можно проводить непосредственно на сорбенте. В этом случае возмож
но получение сорбентов на основе одного и того же лиганда с различными за
местителями, что позволяет оценить вклад каждого из них в процесс хирально-
го распознавания оптических изомером. 
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Пленко- и волокнообразующие свойства хитина и хитозана известны давно 
[1], но именно в последнее время резко возросло число публикаций, посвящен
ных получению и изучению пленок на их основе. Это связано как с потребно
стями различных отраслей, так и с существенным повышением качества этих 
полимеров как сырья и уникальными свойствами пленок, получаемых на их ос
нове. Природное происхождение, биосовместимость, нетоксичность, высокие 
сорбционные свойства хитозана по отношению к воде, ионам металлов, органи
ческим молекулам, хорошие механические свойства пленочных изделий обу
словливают перспективность использования их, главным образом, для медици
ны и в качестве разделительных мембран. Интерес обусловлен также раствори
мостью хитозана и других производных хитина в водных средах, что существен
но упрощает и снижает экологическую опасность процессов переработки этих 
полимеров в изделия. В настоящем обзоре изложены данные об основных зако
номерностях получения пленок и волокон на основе хитина, хитозана и их про
изводных и путях регулирования их структуры и свойств с учетом практическо
го назначения. 

ХИТОЗАНОВЫЕ ПЛЕНКИ. 
СТРУКТУРА, СОРБЦИОННЫЕ И ПРОЧНОСТНЫЕ СВОЙСТВА 

Рассматриваемые полисахариды являются стереорегулярными относитель
но жесткоцепными кристаллизующимися полимерами [2-4]. Показана возмож
ность регулирования степени кристалличности хитозановых пленок изменени
ем ММ, концентрации полимера в растворе, а также изменением способа фор
мования (сухой термической или мокрый коагуляционный) и последующих об
работок пленок [5]. Так, более высокомолекулярный хитозан, макромолекулы 
которого обладают меньшей подвижностью, образует пленки с меньшей степе
нью кристалличности и размерами кристаллитов и большей их дефектностью. 
Рентгеноструктурными и электронномикроскопическими исследованиями пле
нок и волокон, водных суспензий и замороженных растворов хитина и хитозана 
показано, что эти полисахариды могут образовывать кристаллические надмо
лекулярные образования сферической и фибриллярной формы [6]. Кристалли
ческие области определяют прочность пленок и волокон, а аморфные, в кото
рых макромолекулы имеют большую подвижность при набухании в сорбате, -
сорбционные и транспортные свойства полимерных пленок (мембран). Поэто
му вопросам регулирования и изучения структурных особенностей полимерных 
мембран уделяют большое внимание. 

Традиционно хитозановые пленки формуют по сухому способу из водно-ки-
слотных растворов, в которых полимер находится в солевой форме (С-форма), 
с последующим переводом полимера в водонерастворимую форму полиоснова
ния (О-форма) обработкой раствором едкого натра. В то же время показана 
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возможность получения прочных хитозановых пленок и формованием по мок
рому способу [7-10], в том числе с приложением электрического поля, способ
ствующего формированию высокоориентированной надмолекулярной структу
ры пленок [8-10]. В качестве растворителя используют разбавленные водные 
растворы летучих одноосновных карбоновых кислот: уксусной и, реже, муравь
иной. Пленки, сформованные из растворов соляной кислоты в отсутствие пла
стификаторов, характеризуются высокой хрупкостью и растрескиваются при 
отверждении. 

Согласно общепринятым представлениям [11] при мокром способе формо
вания при попадании раствора полимера в осадительную ванну диффузионные 
процессы приводят к замене растворителя на осадитель. С точки зрения фазо
вых равновесий система с заданными параметрами (концентрация, температу
ра) оказывается термодинамически неустойчивой, следствием чего является ее 
застудневание и синеретическое отделение жидкой фазы. Структурные особен
ности получаемых таким способом пленок будут определяться молекулярной 
массой полимера и его концентрацией в растворе, составом растворителя, со
ставом и температурой осадительной ванны [11]. 

При формовании полимерных мембран по сухому (термическому) способу 
так же, как и при мокром, определяющими факторами являются природа и од
нородность полимера, состав (качество) растворителя, концентрация раствора, 
температура, толщина жидкой пленки и свойства подложки. Формование пле-
нок-по сухому способу из двухкомпонентных растворов, содержащих полимер и 
растворитель, принципиально возможно без распада системы на фазы, и испа
рение растворителя приводит к формированию непористой и структурно одно
родной пленки. Возможными причинами неоднородности мембраны в этом слу
чае может быть различная скорость диффузии и испарения растворителя из 
разных слоев жидкой пленки и адгезия полимера к подложке. Однако примене
ние однокомпонентного растворителя и отсутствие протекания каких-либо хи
мических превращений полимера при формировании пленок по сухому способу 
является скорее исключением, и смешанные растворители специально исполь
зуют для регулирования структуры мембран. При этом различие скоростей ис
парения компонентов растворителя на начальных стадиях приводит к обогаще
нию системы более высококипящим компонентом и ухудшению качества рас
творителя, что, в свою очередь обусловливает фазовое разделение системы и 
гетерогенность структуры мембраны [12]. 

Как сказано выше, при формовании хитозановых пленок в качестве рас
творителя используют водные растворы летучих одноосновных уксусной, му
равьиной кислот, образующих с хитозаном соответствующие соли. При высу
шивании раствора происходит изменение не только концентрации полимера и 
состава и качества растворителя, но, возможно, и степени протонирования ами
ногрупп хитозана. Интересным является тот факт, что сродство и скорость на
бухания хитозана в парах бинарных смесей уксусная кислота (УК)-вода экстре
мально зависят от их состава [13, 14]. Наибольшим сродством к хитозану обла
дают пары 75-77%-ной уксусной кислоты, то есть с примерно эквимольным со
отношением компонентов (табл. 1). 

Экстремальный характер имеет также зависимость вязкости растворов хи
тозана от концентрации УК [15]. Совокупность имеющихся данных о раствори
мости хитозана в растворах уксусной кислоты разной концентрации и о сорбции 
хитозаном паров воды, уксусной кислоты и их смесей позволяет предположить, 
что диаграмма фазового состояния тройной системы хитозан-вода-уксусная 
кислота имеет вид, изображенный на рис. 1. В воде, уксусной кислоте и их сме-



Таблица 1. Некоторые характеристики системы хитозан-уксусная кислота-вода и пленок, 
сформованных из растворов в УК разной концентрации 

сях с небольшим содержанием второго компонента хитозан лишь ограниченно 
набухает, но не растворяется (точки на сторонах треугольника и области 7), а в 
других смесях происходит неограниченное набухание и растворение полимера с 
образованием тем более концентрированных растворов, чем ближе состав рас
творителя приближается в эквимольному, т.е. к содержанию в нем 77 мас.% ук
сусной кислоты. Величины равновесной степени сорбции паров воды и уксус
ной кислоты порошкообразным хитозаном (ММ 5,5 х 105, степень кристаллич
ности -50%) составляют 0,5 и 1,55 г/г, что в обоих случаях соответствует 
4-4,5 моль сорбата на моль хитозана [15]. Примерное равенство сорбционной 
способности хитозана по отношению к парам воды и УК, выраженной в 
моль/моль, очевидно, обусловлено наибольшим сродством хитозана именно к 
эквимольной смеси этих реагентов. Состав пленок, полученных высушиванием 
растворов полимера с разным содержанием уксусной кислоты (на рис. 1 стрел
ки А, В и С), близок к эквимольному содержанию хитозана, кислоты и воды, что 
также подтверждает наибольшее сродство хитозана к эквимольной смеси ук
сусной кислоты и воды. 

На рис. 1 кривая 3 является границей между растворами (область 2) и нете
кучими физическими гелями, при высушивании которых происходит формиро
вание пленок из уксусно-кислой соли хитозана (область 4). Нейтрализация пос

ледних приводит к получению пленок из 
хитозана в форме полиоснования. Из 
представленной диаграммы видно, что 
при формовании пленок высушиванием 
растворов полимера в 1-2%-ной уксус
ной кислоте (путь А) существует вероят
ность фазового разделения системы и 
получения структурно неоднородной 
пленки, тогда как в случаях В и С систе
ма и получаемая пленка должны быть 
более однородными. 

Полученные в результате распада 
раствора полимера на фазы пленки 
представляют собой импрегнированные 
жидкостью гетерогенные пористые 



структуры. При испарении жидкости на последних стадиях отверждения или 
при сушке мембраны после промывки поры сжимаются и исчезают под дейст
вием сил контракции. Однако исчезновение пористости и гетерогенности носит 
кажущийся и обратимый характер, и образующиеся при этом материалы авто
рами [16] названы криптогетерогенными. О гетерогенности структуры таких 
пленок свидетельствует помутнение, то есть появление пористости и рассеива
ющей поверхности при набухании их в воде. Высушенные, они вновь становят
ся прозрачными, не обнаруживающими при электронномикроскопических и 
рентгеноскопических исследованиях неоднородностей. 

Учитывая, что при формовании гидратцеллюлозных пленок по мокрому 
(вискозному и медноаммиачному) способу происходит фазовое разделение в си
стеме раствор полимера - осадительная ванна, а при формовании хитозано-
вых пленок по сухому способу также не исключена возможность фазового раз
деления системы до перехода ее в твердое состояние, гидратцеллюлозные и хи-
тозановые мембраны, очевидно, нужно считать криптогетерогенными. Такое 
название оправдывается и свойствами этих пленок: высокой скоростью набуха
ния в водных средах, соизмеримой с капиллярным натеканием, существенной 
зависимостью набухания от гидротермических обработок, помутнением при на
бухании свежесформованных пленок, большой усадкой и уплотнением структу
ры при сушке [17]. При обработке хитозановой пленки в солевой форме раство
ром щелочи и водой при термообработке сухой пленки происходит релаксация 
внутренних напряжений и частичная потеря криптогетерогенности. Варьируя 
условия формования и последующих обработок, можно, очевидно, превратить 
их в гомогенные или, наоборот, закрепить развитую капиллярно-пористую 
структуру. Таким образом, с точки зрения структурных особенностей предста
вляется оправданным рассматривать хитозановые пленки как занимающие про
межуточное положение между формуемыми по мокрому способу гидратцеллю-
лозными (наиболее криптогетерогенными) и формуемыми по сухому способу 
поливинилспиртовыми (наиболее гомогенными). 

Как при любом модельном подходе, в изложенной структурной модели по
лимерных мембран, объясняющей их поведение при набухании, абсолютизиро
вана роль капиллярного давления, контракции пористой системы и наличия 
внутренних напряжений. Вместе с тем нельзя игнорировать вклад других фак
торов, например, наличия в хитозановых пленках ионизованных аминогрупп и 
противоионов и, следовательно, осмотических явлений. Структура хитозано
вых пленок, модифицированных (поверхностно или в объеме), сшивающими 
реагентами, введением других полимеров или биологически активных веществ, 
безусловно, будет характеризоваться своими особенностями. 

Сорбционные свойства пленок представляют не только практический инте
рес, но и наиболее полно отражают их структурные особенности. Изучение ки
нетики набухания хитозановых пленок в воде показало, что они очень быстро 
набухают в воде (рис. 2, кривые 1, 2). При этом процесс характеризуется явле
нием синерезиса - количество воды, сорбированной на начальной стадии, не
сколько снижается при последующем пребывании пленки в воде (см. рис. 2, кри
вая 1) [18, 19]. Закономерно, что для частично отрелаксированной высушивани
ем при 110 °С до постоянной массы хитозановой пленки (см. рис. 2, кривая 2) ха
рактерны отсутствие синерезиса и меньшая величина равновесного набухания. 
(Точнее, квазиравновесного, так как для неотрелаксированных пленок термо
динамические величины носят "эффективный" характер.) Высокие значения 
скорости и водопоглощения (В) непористыми полимерными пленками обуслов
лены, с одной стороны, химическим сродством сорбата и сорбента, а с другой, -



Рис. 2. Кинетика набухания воздушно (1, 3) и абсолютно сухих (2, 4 и 5) хитозановых пленок 
в воде (/, 2) и парах (3-5) при р/р0 = 1 
Рис. 3. Изотермы сорбции паров воды пленками хитозановыми в О- (1) и С-форме (2), гид-
ратцеллюлозной (3) [17] и ПЭК-1(4). Степень протонирования аминогрупп в С-форме -0,5 

относительно низкой степенью кристалличности неориентированных пленок. 
Процесс набухания пленок в насыщенных парах воды характеризуется меньшей 
скоростью и меньшей равновесной степенью набухания, достигаемой в течение 
нескольких суток (см. рис. 2, кривые 3, 4). Кинетические кривые сорбции воды 
хитозановыми пленками из-за структурных перестроек последних не удается 
адекватно описать известными диффузионными моделями, не учитывающими 
изменений толщины мембраны и коэффициента диффузии сорбата в ходе про
цесса сорбции. 

Сорбция воды гидрофильными и набухающими полимерами с неравновес
ной аморфно-кристаллической структурой, к которым относятся целлюлоза и 
хитозан, является сложным процессом. Литературные данные о сорбции воды и 
ее паров хитозановыми пленками, в отличие от таковых для целлюлозных ма
териалов, немногочисленны [20-23]. Несомненный интерес для понимания про
цесса набухания хитозановых пленок имеет работа [24], в которой при исполь
зовании тяжелой воды в качестве сорбата, метода малоуглового нейтронного 
рассеяния и фрактальных представлений при интерпретации полученных дан
ных показано, что воздушно-сухая хитозановая пленка, содержащая -10% вла
ги, является относительно однородным сплошным телом. Однако по мере набу
хания в полимере сначала появляется рассеяние от неоднородностей с резкой 
границей, которое можно отождествить с кластерами воды в порах фракталь
ной природы, затем фрактальная поверхность кластеров становится значитель
но более изрезанной. 

По величине влагопоглощения как жидкой воды, так и ее паров (рис. 2 и 3) 
хитозановые пленки в О-форме очень похожи на целлофановые пленки и вис
козное волокно [17, с. 105]. Согласно модели двойной сорбции [25], более выпу
клый начальный участок изотермы сорбции хитозановой пленкой в О-форме 
(см. рис. 3, кривая 1) в сравнении с целлофановой (кривая 3) может быть связан 



с большей аморфностью неориентированной хитозановой пленки. Изотермы 
сорбции паров воды пленками солевой формы хитозана (кривая 2), содержащи
ми ионизованные группы, имеют значительно более выпуклый начальный уча
сток и большие величины сорбции насыщенных паров воды. 

Процесс водопоглощения хитозановыми пленками, как и целлофановыми, 
характеризуется отрицательным температурным коэффициентом, равным 
-3 кДж/моль. Величина теплоты десорбции связанной с полимером воды, рассчи
танная по эндотермическому пику на кривых ДТА в температурном интервале 
50-100 °С для образца со степенью набухания 5% близка к теплоте испарения чи
стой воды = 2,3 кДж/г, на основании чего сделан вывод, что основное ко
личество поглощенной пленкой воды слабо связано с полимером [18]. В ряде пуб
ликаций [5, 6, 20, 21, 26-29], посвященных изучению структурных особенностей и 
свойств получаемых в разных условиях хитозановых пленок, показана возмож
ность улучшения их термических, механических и сорбционных свойств. 

ПЛЕНКИ, МОДИФИЦИРОВАННЫЕ СШИВАЮЩИМИ РЕАГЕНТАМИ 

Растворимость хитозана в кислых водных средах существенно облегчает 
его переработку в пленки, однако растворимость готовых пленок в ряде случа
ев является их недостатком, поэтому для повышения устойчивости хитозановых 
пленок в кислых средах проводят их модифицирование сшивающими реагента
ми, в частности, глутаровым альдегидом [30], диизоцианатами [31], серной кис
лотой [32] и другими. Такое модифицирование приводит к повышению селек
тивности хитозановых мембран, поскольку при набухании в них формируются 
более стабильные транспортные каналы. Однако сшивка, снижая набухание и 
растворимость, часто приводит к повышению хрупкости полимеров и их жест
кости. Поэтому особенно оправданным является выбор в качестве сшивающе
го реагента олигомерного относительно гибкоцепного диэпоксида - диглициди-
лового эфира олигоэтиленоксида (ДЭО) [18, 19]. 

Присоединение ДЭО к амино- и гидроксил со держащим соединениям в ней
тральной водной среде происходит, в основном, по аминогруппам с образовани
ем ковалентных связей между реагентами по схеме 

В воде, вызывающей набухание пленки, при температуре 50-70 °С реакция за
канчивается в течение 2 ч. Из данных табл. 2 видно, что увеличение количест
ва реагента, температуры и продолжительности обработки приводят к возрас
танию содержания в пленках связанного модификатора вплоть до 17% от мас
сы пленки, однако степень его полезного использования в условиях такого мо
дифицирования остается низкой. При получении объемно модифицированных 
пленок формованием из смесей растворов хитозана и ДЭО (пленки 7-11 см. 
табл. 2) количество связываемого ДЭО составляет 60-80% от взятого. По дан
ным элементного анализа, состав этих пленок не изменяется после обработок 
кислыми и щелочными реагентами, что подтверждает факт присоединения мо
дифицирующего компонента прочными ковалентными связями. 



Таблица 2. Условия получения и характеристики модифицированных ДЭО 
хитозановых пленок [18] 

В опытах 2-6 температура обработки 50 °С. В опытах 7-11 сухую модифицированную пленку 
прогревали при 70 СС в течение часа и далее переводили в О-форму. 

** Воздушно-сухих пленок в числителе, набухших в воде - в знаменателе. 

Как и предполагалось, все пленки, модифицированные ДЭО, потеряли спо
собность растворяться в кислых водных средах. Наряду с потерей растворимо
сти наличие сшивок подтверждено данными элементного анализа, в частности, 
уменьшением соотношения содержания азота первичных аминогрупп и общего 
азота по мере увеличения содержания в пленках этиленоксида (ОЭ). При этом 
необходимо отметить, что в поверхностно модифицированных пленках, содер
жащих, в целом, меньшее количество сшивок, чем объемно модифицирован
ные пленки, образуются более сшитые поверхностные слои, поскольку преиму
щественно в них должен располагаться модифицирующий реагент. 

Объемная модификация ДЭО приводит к упрочнению пленок, что объяс
няется образованием межмолекулярных сшивок. В то же время некоторое 
снижение прочностных характеристик поверхностно модифицированных 
пленок (рис. 4, кривые 2 и 3) может свидетельствовать о различных вкладах 
микро- и макронеоднородностей структуры в прочностные показатели поли
мерных пленок. 

Модифицирование хитозановых пленок ОЭ существенно изменяет их на
бухание в воде и кислых водных средах, при этом характер изменения набуха
ния у поверхностно и объемно модифицированных пленок различен. Пос
кольку сшивка, снижая химическую однородность и кристалличность хитоза
на, с одной стороны, должна приводить к повышению набухания, а с другой, 
способствуя формированию более плотной структуры и частично блокируя 
сорбционно активные центры полимера, - к снижению набухания, то экстре
мальный характер изменения В модифицированных хитозановых пленок 
(рис. 5) не является неожиданным. При одинаковом содержании ОЭ в поверх
ностно и объемно модифицированных хитозановых пленках более высокое 



Рис. 4. Деформационно-прочностные кривые воздушносухих пленок хитозановых (1-3), мо
дифицированных ОЭ поверхностно (2) и объемно (3) и из ПЭК-2 (4) [18] 

Рис. S. Влияние содержания ОЭ в поверхностно-(1) и объемно-(2) модифицированных плен
ках на степень их набухание в воде [18] 

водопоглощение последних обусловлено повышением их химической неодно
родности и, соответственно, снижением степени кристалличности, а также на
личием большего количества межмолекулярных сшивок и, следовательно, 
внутренних напряжений. Закономерно, что поверхностно модифицированные 
ДЭО хитозановые пленки, содержащие более сшитые и более плотные по
верхностные слои, характеризуются меньшими степенью и скоростью набуха
ния и в кислых водных средах. Так, величины степени набухания в 0,1М рас
творе НС1 составляют 95-65 и 210-130% соответственно для поверхностно и 
объемно модифицированных хитозановых пленок. Можно предположить, что 
поверхностно модифицированные пленки характеризуются послойной макро
неоднородностью структуры, а объемно модифицированные - объемной ми
кронеоднородностью. Это объясняет более высокие прочностные показатели 
объемно модифицированных хитозановых пленок и их более высокие сорбци-
онные свойства. 

ПЛЕНКИ ИЗ ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТНЫХ КОМПЛЕКСОВ 
НА ОСНОВЕ ХИТОЗАНА 

Полиэлектролитные комплексы (ПЭК) - продукты интерполиэлектро-
литных реакций [33, 34]. Отличительной особенностью строения ПЭК 
(рис. 6) является чередование высокогидрофильных петлеобразных фраг
ментов макромолекул индивидуальных полиэлектролитов и более гидро
фобных и жестких двутяжных фрагментов из соединенных солевыми связя
ми противоположно заряженных полиэлектролитов. Такая модель наиболее 
правильно отражает строение частицы ПЭК и позволяет прогнозировать 
влияние различных факторов (рН, ионная сила, концентрация, соотношение 
и стерическая комплементарность компонентов, дополнительная стабилиза
ция комплексных частиц водородными и иными связями) на свойства и пове
дение ПЭК. 



Рис. 6. Модель структуры ПЭК 
/ - ионизованные карбоксильные группы; 2 - солевые связи с аминогруппами; 
3 - водородные связи 

ПЭК в виде пленок обычно получают высушиванием смесей растворов 
противоположно заряженных полиэлектролитов в летучих кислотах или ос
нованиях с последующим проведением термо- и гидрообработок. Сухие плен
ки ПЭК прозрачны, по данным рентгеноструктурных исследований аморфны. 
Их поведение при набухании в водных средах, в том числе, при разных темпе
ратурных режимах [34] обнаруживает криптогетерогенность структуры. На
ряду с потерей криптогетерогенности причиной снижения набухания пленок 
ПЭК после термо- и гидротермических обработок является частичная сшивка 
макроцепей полиэлектролитов ковалентными амидными связями, образую
щимися по схеме: 

Частичная сшивка пленок ПЭК приводит к повышению устойчивости в ще
лочных и кислых средах и принципиально расширяет возможности их прак
тического использования. Высокая гидрофильность частично сшитых пле
нок ПЭК (см. рис. 3, кривая 4) и высокое содержание (-50%) так называемой 
свободной воды обусловливают их очень высокую проницаемость в условиях 
первапорации, диализа, ультрафильтрации, обратного осмоса, ионного обме
на и др. разделительных процессов. Другой отличительной особенностью 
пленок ПЭК, представляющей большой практический интерес, является их 
высокая тромборезистентность и гемосовместимость, что обусловливает эф
фективность использования их в виде активного слоя мембран для процессов 
гемодиализа и гемофильтрации и специальных покрытий эндопротезов, кон
тактирующих с кровью. 



Авторами [35-40] описано получение и свойства пленок ПЭК хитозана с по
лиакриловой кислотой, карбоксиметилцеллюлозой и другими поликислотами. 
Особый интерес представляют пленки ПЭК на основе двух производных хити
на - полиоснования хитозана и поликислоты карбоксиметилхитина (КМХТ), со
держащих примерно равные количества различных по заряду ионогенных 
групп с фиксированным положением в элементарных звеньях макромолекул, 
что обеспечивает их высокую стерическую комплементарность [37]. Пленки 
ПЭК хитозана с ПАК и КМХТ получали высушиванием смесей их 1 %-ных рас
творов в водном 3%-ном растворе легколетучей муравьиной кислоты. Процесс 
удаления растворителя (вода + муравьиная кислота) и отверждение пленки со
провождается протеканием реакции образования солевых связей между макро
молекулами ПЭ, т.е. образованием ПЭК, которое завершается на последующих 
стадиях вакуумирования сухих пленок и промывок их водой. 

Соотношение хитозана и КМХТ в пленках ПЭК-1 эквимольного состава 
(число в обозначении ПЭК соответствует его составу Z) по данным элементно
го анализа совпадает с их соотношением в исходной формовочной смеси. Плен
ки из ПЭК, обогащенных хитозаном (Z > 1), содержащие муравьиную кислоту, 
очень сильно набухают при промывке водой, однако отсутствие в промывных 
водах этих пленок исходных полимеров свидетельствует о тождестве составов 
полученных пленок и формовочных смесей. 

По внешнему виду сухие пленки из ПЭК не отличаются от хитозановой в 
О-форме. Они характеризуются прозрачностью и гладкостью поверхности, хо
тя в ходе высушивания смесей растворов хитозана с ПАК и КМХТ наблюдалось 
их временное помутнение, наиболее сильно выраженное у смесей стехиометри-
ческого состава, что подтверждает факт фазового разделения в этих системах в 
ходе их отверждения. Отличительной особенностью пленок ПЭК является то, 
что они менее эластичны, чем хитозановые (см. рис. 4, кривые 1 и 4), посколь
ку наличие системы ионных и водородных связей в пленках ПЭК обеспечивает 
формирование более жесткой, напряженной и хрупкой структуры. Набухшие в 
воде пленки характеризуются высокой пластичностью и значительно более 
низкими величинами разрывного напряжения, которые, тем не менее, обеспе
чивают возможность их практического применения. 

Поведение в водных средах пленок ПЭК зависит от полноты включения 
ионогенных групп хитозана и КМХТ в солевые связи и степени релаксации 
внутренних напряжений, поэтому набухание пленок и растворимость определя
ются величинами Z и проведением дополнительных температурно-водных об
работок. Стабилизирующие ПЭК солевые связи разрушаются в кислых и ще
лочных средах, а также в средах с высокой ионной силой, поэтому свежеполу-
ченные пленки из ПЭК растворяются в сильно кислых водных средах и очень 
сильно набухают, а пленки из ПЭК-4 даже растворяются в воде. 

В литературе имеются сведения о том, что степень набухания пленок ПЭК 
на основе хитозана существенно зависит от их состава, рН формовочного рас
твора, рН и ионной силы жидкой среды [38-40]. Установлено также, что сте
пень набухания пленок ПЭК существенно зависит от условий их сушки и крат
ности температурно-водных обработок. У пленок ПЭК, промытых водой до 
нейтральной реакции промывных вод, величины набухания в воде составляют 
сотни процентов, и они резко увеличиваются с повышением Z, т.е. содержания 
хитозана в ПЭК (рис. 7). У пленок, подвергнутых повторным обработкам водой 
с промежуточным высушиванием, степень набухания несколько снижается 
(кривые 2,3 и 5). По данным элементного анализа в ходе указанных обработок 



состав пленок ПЭК практически не 
изменяется. Важно отметить также, 
что сильное набухание в воде пленок 
ПЭК, не подвергнутых термообработ
ке, сопровождается их помутнением, а 
термообработанные и менее набухаю
щие в воде пленки остаются почти 
прозрачными. Все это говорит о том, 
что свежесформованные пленки ПЭК 
являются криптогетерогенными мате
риалами. 

Понижение набухания пленок 
ПЭК в результате температурно-вод-
ных обработок наряду с релаксацион
ными процессами, обусловлено проте
канием химических превращений, при
водящих к уменьшению содержания 
заряженных групп, в частности, реак
ций образования в частицах ПЭК сши
вок ковалентными амидными связями 
и формамидных групп. Возможность 
протекания подобных реакций показа
ла на примере Л Ж , образованных по
лиакриловой кислотой и полиэтилени-
мином [34]. Увеличение интенсивно
сти поглощения в области 1700-
1500 см-1 и появление плеча при 
1730 см-' в ИК-спектрах прогретых 

Пленок ПЭК и нерастворимость последних в кислых водных средах подтвер
ждают справедливость сделанного вывода. В связи с этим в будущем представ
ляет интерес исследование возможности регулирования набухания и раствори-
мости хитозановых пленок (капсул, порошков и др.) в солевой форме их термо
обработкой, в ходе которой, согласно вышеизложенному, часть звеньев уксус
нокислой формы полимера по реакции амидирования должна превращаться в 
Хитиновые звенья с неионогенными N-ацетильными группами. 

В результате термообработок и частичной сшивки меняется раствори
мость пленок ПЭК в различных средах (табл. 3). Нетермообработанные 
Пленки ПЭК всех составов растворяются в кислых средах. Закономерно, что 
наименьшим набуханием в воде, растворах NaCl и ИПС характеризуются 
Пленки из ПЭК эквимольного состава. Разрушение ПЭК на основе хитозана 
в щелочных средах не приводит к полному растворению пленок, так как хи
тозан не растворяется в этих условиях, однако при уменьшении доли хитоза
на в ПЭК их набухание закономерно увеличивается в щелочной среде. Плен
ки из частично сшитых ковалентными связями ПЭК во всех средах имеют бо
лее низкую степень набухания. Изменение механических свойств пленок кор
релирует с их сорбционной способностью. Так, по мере приближения состава 
Пленок ПЭК к стехиометричному и понижения их сорбционной способности 
Происходит повышение прочности пленок. Сорбционная способность частич
но сшитой пленки ПЭК-1 ниже, чем у исходной, но выше хитозановой в 
О-форме (см. рис. 3, кривые 1, 4). 



Таблица 3. Влияние состава и температуряо-водных обработок на набухание 
и прочность пленок из хитозана и ПЭК хитозана с КМХТ 

* Степень протонирования аминогрупп 0,5 и 0,2 у непрогретой и прогретой (Т), соответственно. 
ЗТ - трехкратный прогрев. 

Время выдерживания пленок при р/р0 = 1 в парах воды 24 ч, в других средах 1 ч. 
Воздушно-сухих пленок - в числителе, набухших в воде - в знаменателе. 

ХАРАКТЕРИСТИКА ХИТОЗАНОВЫХ ПЛЕНОК 
КАК РАЗДЕЛИТЕЛЬНЫХ МЕМБРАН 

В первых же работах по получению и изучению пленок на основе хитоза
на, проведенных в 1950-1970-х гг., были определены наиболее важные их 
свойства и перспективные области применения в качестве ионообменных, га
зоразделительных, гемосовместимых, обратноосмотических и комплексооб-
разующих мембран. Не обладающие согласно электронномикроскопическим 
исследованиям пористостью пленки характеризовались очень высокой прони
цаемостью по воде, в два раза превышающей таковую гидратцеллюлозных 
мембран, были проницаемы для мочевины и других метаболитов и обладали 
селективной проницаемостью по отношению к различным ионам [41]. В рабо
тах последних лет [31, 36-47] просматривается тенденция более детального 
изучения свойств хитозановых и модифицированных хитозановых пленок как 
селективных мембран, предназначенных для различных сорбционных и разде
лительных процессов. 

Сравнительное исследование хитозановых мембран, сформованных из об
разцов полимера, различающихся величинами ММ и степени дезацетилирова-
ния (СД), с варьированием содержания в формовочном растворе хитозана и ук-



Рис. 8. Диаграммы разделения (1-4) и плотности потоков (2'-4') в условиях первапорации сме
сей вода-ИПС через пленки хитозана со СД-0,7 (1); 0,8 (2, 2'); 0,87(3, 3') и 0,99 (4, 4') [19, 30] 

Рис. 9. Плотность потока (1) и диаграмма разделения (2) в условиях первапорации смесей во
да-ИПС при 30 °С [31] 

сусной кислоты и температуры сушки показало [14, 19], что хитозановые плен
ки при первапорации преимущественно пропускают воду, при этом их селектив
ность существенно зависит от СД хитозана, т.е. от его химической однородно
сти. Изменение СД хитозана от 0,70 до 0,99 (рис. 8) приводит к заметному повы
шению селективности хитозановых пленок в процессе первапорационного раз
деления водноизопропанольных смесей практически всех составов и особенно 
смесей, обогащенных спиртом. Такая зависимость должна быть связана с повы
шением степени кристалличности пленок, что для хитозановых пленок было 
экспериментально подтверждено. Следует, однако, отметить, что достижение 
значения СД хитозана, равного 0,99, связано с экспериментальными трудностя
ми и приводит к резкому снижению ММ полимера и прочности изделий из не
го. Поэтому такой путь повышения селективности хитозановых мембран пред
ставляется технологически мало приемлемым. Возможность использования по
лимерных мембран в качестве ионообменных, работающих в средах с градиен
том рН, предопределяется их устойчивостью в кислых и щелочных средах. По
этому многими авторами исследована модификация хитозановых пленок обра
боткой сшивающими реагентами, в частности, серной кислотой, глутаровым 
альдегидом (ГА), гексаметилендиизоцианатом, рассмотренным выше олиго-
мерным диэпоксидом, а также введением других полимеров [30, 31, 47-49]. 

При сравнении количественных данных о проницаемости и селективно
сти хитозановых пленок при разделении водно-спиртовых смесей необходи
мо учитывать некоторую неопределенность, связанную с тем, что разные ав
торы используют образцы полимера из разных источников, с различными 
ММ, СД, которые не всегда приводятся в публикациях. Кроме того, варьиру
ются условия приготовления пленок, их последующих обработок, условия 
проведения испытаний и определяемые характеристики. Тем не менее, при
веденные в работах [14, 18, 30, 31] величины проницаемости немодифициро-
ванных хитозановых пленок находятся на уровне 2-4 кг/м2 ч по воде и 
0,01-0,02 кг/м2 ч по изопропанолу (рис. 9, кривая 1), в то время как у моди-



Рис. 10. Диаграммы разделения смесей вода-этанол (/, 2) и вода-пропанол (5) через хитоза-
новую (2, 3) и сшитую ГА (7) хитозановую пленки при 40 °С [30]f 

Рис. 11. Диаграммы разделения (1-5) и плотности потоков (1'-5') в условиях первапорации 
смесей вода-ИПС через хитозановые пленки поверхностно (1, 1') и объемномодифициро-
ванные ДЭО (2, 2'); ПЭК-0,5 (3,3') ПЭК-1 (4, 4') и ПЭК-2 (5,5') 

фицированных сшивающими реагентами она почти на порядок ниже [31]. 
Селективность хитозановых пленок в условиях первапорационной осушки 
водных пропилового и изопропилового спиртов достаточно высокая, выра
женная в виде коэффициента разделения она достигает значений тысяч еди
ниц при разделении смесей, содержащих менее 20% воды, что соответствует 
содержанию воды в пермеате более 98 мас.% (см. рис. 9, кривые 2 и 10, а так
же 1 и 3). Селективность понижается при разделении смесей воды с низши
ми представителями гомологического ряда спиртов, например, с этанолом 
(рис. 10, кривая 2). Сшитая глутаровым альдегидом пленка характеризуется 
большей селективностью (см. рис. 9, кривая 1), особенно при разделении 
смесей с небольшим содержанием воды, при этом коэффициент разделения 
достигает 2000, что находится на уровне мировых стандартов. По проницае
мости даже при комнатной температуре эти хитозановые мембраны также 
не уступают лучшим из известных. Из температурной зависимости проница
емости немодифицированной хитозановой мембраны по воде и изопропано-
лу рассчитаны величины энергии активации переноса, равные 20,6 и 
35,5 кДж/моль соответственно [3], что еще раз подтверждает, что вода лег
че проникает через хитозановую пленку. 

Среди немногочисленных, но впечатляющих данных о разделительных 
свойствах мембран на основе ПЭК в условиях первапорации следует отметить 
положительные результаты, полученные при использовании пленок ПЭК хи
тозана с относительно гибкоцепным синтетическим полиэлектролитом - по
лиакриловой кислотой. При разделений смесей органических растворителей 
(диоксана и изопропанола) с водой показано [35, 36, 45, 50, 51], что проницае
мость пленок ПЭК. из ПАК. и хитозана по отношению к воде на 1-2 порядка 



превышает их проницаемость по отношению к указанным органическим жид
костям, что обеспечивает практически полное отделение воды от органиче
ского компонента. Из рис. 11 видно, что наибольшей селективностью при раз
делении водно-изопропанольных смесей обладают термообработанные плен
ки из ПЭК-1 (кривая 4), что вполне коррелирует с их большей жесткостью и 
меньшим набуханием в разделяемых жидких компонентах. При разделении 
смесей ИПС-вода содержащих до 15 мас.% воды, коэффициент разделения 
изменяется в пределах 4000-2000, что находится на уровне лучших из выпус
каемых асимметричных мембран с активным слоем из сшитого ПВС. Пленки 
ПЭК-0,5 и ПЭК-2, содержащие, по сравнению с пленками ПЭК-1, избыток од
ного из полиэлектролитов и меньшее количество солевых связей и ковалент-
ных сшивок, обладают меньшей селективностью (кривые 3 и 5). При этом 
обогащенный поликислотой с неионизованными карбоксильными группами и 
менее набухающий ПЭК-0,5 проявляет большую селективность, чем содержа
щие избыточное количество муравьинокислых аминогрупп и более набухаю
щие пленки из ПЭК-2. 

Наряду с хорошей селективностью пленки ПЭК-1 обладают достаточно вы
сокой проницаемостью. При разделении смесей, содержащих 10-20% воды, они 
не уступают по этому показателю пленкам из хитозана, пленкам из ПЭК хито
зана с полиакриловой кислотой [35, 36] и другим первапорационным мембранам 
[52]. Практически линейная зависимость суммарного потока от содержания во
ды (см. рис. 11, кривая 4') в разделяемой смеси косвенно подтверждает относи
тельную стабильность транспортных каналов и независимость их размеров от 
степени набухания мембраны. В то же время проницаемость пленок из ПЭК-0,5 
и ПЭК-2 (кривые 3' и 5', соответственно) нелинейно увеличивается по мере пе
рехода к смесям, обогащенным водой, повышения степени набухания пленок и, 
согласно [36], резкого увеличения доли свободной воды. 

Приведенные данные о транспортных свойствах пленок ПЭК на основе хи
тозана позволяют рассматривать их как представляющие интерес для практи
ческого использования в качестве разделительных мембран при первапораци-
онной осушке спиртов (эквимольные термообработанные ПЭК) и в аппаратах 
для гемодиализа. 

ПОВЕРХНОСТНАЯ МОДИФИКАЦИЯ ХИТОЗАНОВЫХ ПЛЕНОК ПАВ 

Модификация хитозана анионными ПАВ с длинными алкильными радика
лами и образование ПАВ-полиэлектролитных комплексов (ПАВ-ПЭК) приво
дит к гидрофобизации и повышению адсорбионной активности на границе во
да-воздух, вода-масло. Присоединение к хитозану, например додецилсульфата 
(ДСН), происходит, главным образом, за счет ионных связей по схеме 

Модификация хитозановых пленок и образование ПАВ-ПЭК в поверхност
ных слоях может привести к инверсии сродства хитозановых мембран к рас
творителям. В работах [44, 53] описано такое модифицирование хитозановых 
пленок ундециловой кислотой и ДСН обработкой пленок в С-форме раство
ром ПАВ. Согласно данным табл. 4 содержание введенного модификатора 
практически не изменяется при дополнительных промывках пленок водой и 
изопропанолом (пленки 7, 8, см. табл. 4), тогда как промывка раствором NaOH 
приводит к полному удалению додецилсульфатных анионов, и показатели ре
генерированной пленки 9 (состав и свойства) соответствуют показателям хи-
тозановой пленки в О-форме. Многократные промывки водой пленки 5 при-



Таблица 4. Характеристика хитозановых пленок, модифицированных* ДСН 

* В опытах 2-6 исходная пленка в С-форме, в том числе в опытах 5 и 6, прогретая при 70 °С в 
течение 1 ч. Температура обработки 20-22 °С, концентрация раствора ДСН 0,5%. 

водят к постепенному удалению связанной уксусной кислоты, и после 6 про
мывок пленка, сохраняя 90% додецилсульфатных заместителей, не содержит 
остатков уксусной кислоты и мало набухает в воде. Неожиданно высокая 
прочность (s = 163 МПа) модифицированных ДСН пленок (пленка 6, см. 
табл. 4), возможно, объясняется "залечиванием" дефектов структуры пленки 
поверхностно-активным веществом. 

Пленки, модифицированные ДСН, характеризуются тем, что их поверхно
стный слой, гидрофобизированный додецилсульфатными радикалами, не рас
творяется в воде, а внутренний слой 
представляет собой растворимую со
левую форму хитозана. Поэтому они 
обладают высоким (1000-4000%) во-
допоглощением, при этом набухание 
пленок в воде приводит к существен
ному (в ~2-4 раза) увеличению их тол
щины при неизменных длине и шири
не. Нерастворимый поверхностный 
слой, толщина которого составляет 
5-10 мкм (в зависимости от времени 
обработки ПАВ), обеспечивает цело
стность и прочность пленки, достаточ
ную для ее практического использова
ния. Регулирование степени набухания 
и толщины внутреннего слоя может 
быть осуществлено также увеличени
ем толщины исходной пленки. 

Описанное свойство модифици
рованных ДС-анионами хитозановых 
пленок представляет интерес для соз- 



дания на их основе высоковпитывающих и дренирующих медицинских мате
риалов или лечебных повязок, содержащих, например, ферментный препа
рат. Данные о кинетике выделения белка из модифицированных таким спо
собом хитозановых пленок [53] свидетельствуют о существенном замедлении 
диффузии фермента во внешний раствор (рис. 12). При этом разрушение от
носительно непрочного поверхностного слоя набухшей пленки, образовав
шегося при кратковременной (15 мин) обработке ПАВ, происходящее после 
контакта пленки с модельной жидкой средой в течение 70-80 мин, приводит 
к заметному увеличению скорости выделения белка. Образование более 
прочного слоя модифицированного хитозана при обработке пленки раство
ром ДСН в течение 90 мин позволяет получить материал с пролонгирован
ным выделением трипсина: в течение 2 ч выделяется лишь 40% белка, вклю
ченного в пленку, а дальнейшее выделение белка происходит в течение не
скольких суток. Таким образом, поверхностный водонерастворимый слой 
выполняет роль мембраны, затрудняющей диффузию ферментов из внутрен
него слоя пленки во внешнюю среду. 

ПОЛУЧЕНИЕ ПЛЕНОК ИЗ КАРБОКСИМЕТИЛИРОВАННЫХ 
И ДРУГИХ ПРОИЗВОДНЫХ ХИТИНА И ХИТОЗАНА 

Растворимость карбоксиметилированных производных хитина и хитозана в 
воде предопределяет выбор ее в качестве растворителя при приготовлении 
формовочных растворов. Вместе с тем, учитывая возможность существования 
полиамфолита карбоксиметилхитозана в формах поликислоты (КМХ-Н), по
лиоснования (KMX-Na) и внутренней соли (ВС), возможно получение его плен
ки в виде указанных форм путем высушивания растворов полимера в кислых, 
щелочных или нейтральных средах. Внутрисолевая форма может быть получе
на также обработкой буферным раствором с рН 3,5-4,5 двух первых форм, а 
также формованием по мокрому способу с использованием в качестве осади-
тельной ванны буферного раствора с рН 3,5-4,5. Полученные указанными спо
собами пленки из КМХ существенно различались по внешнему виду, раствори
мости и механическим свойствам [19, 54]. Так, пленки из КМХ-Н (табл. 5, об
разцы 1, 2), сформованные по сухому способу из растворов в низколетучей ди-
хлоруксусной кислоте (ДХУК), сохраняли до 30% растворителя и оставались 
пластичными даже после длительного высушивания при нагревании или обра
ботки буферным раствором. Из растворов в сильной минеральной (соляной) ки
слоте (образцы 4, 5) были получены мутные гетерогенные и очень хрупкие 
пленки, отделение которых от подложки без разрушения не представлялось 
возможным. Наиболее подходящим растворителем для получения пленок в 
форме КМХ-Н является менее летучая и сильная, по сравнению с соляной, му
равьиная кислота (образец 3). Полученные из этого растворителя пленки по 
прочностным показателям не уступают пленкам из KMX-Na (образцы 6, 7). 
Как и следовало ожидать, прогрев пленок из КМХ-ВС приводит к упрочнению 
и потере ими растворимости в водных средах при любых значениях рН, что яв
ляется следствием образования межмолекулярных амидных сшивок. 

Пленки, сформованные по сухому способу высушиванием нейтральных или 
слабо основных водных растворов карбоксиметилированных производных хи
тина и хитозана, в виде Na соли характеризуются прозрачностью, по данным 
рентгеноструктурного анализа эти пленки являются аморфными, относительно 
однородная структура которых сформирована в ходе отверждения системы без 
распада на фазы. 



Таблица 5. Характеристики пленок из карбоксиметилированных производных хитозана 

* В знаменателе дана характеристика пленки, прогретой при 120 °С в течение 1 ч. 
Пленки 1-8 получены по сухому способу, в том числе пленка 8- высушиванием в парах 

НСООН; пленка 9 - по мокрому способу. 

Таблица 6. Характеристики строения и механические свойства пленок из КМХТ 

* В числителе приведены показатели непластифицированных пленок, в знаменателе - содержащих 
10% глицерина. Влажность пленок 17-20%. 

При исследовании влияния СЗ и ММ КМХТ на свойства получаемых пле
нок было показано (табл. 6), что снижение СЗ полимера по карбоксиметиль-
ным группам и увеличение ММ КМХТ приводят к небольшому, но закономер
ному упрочнению получаемых пленок [19, 55]. Значительно более низкие де
формационно-прочностные характеристики пленок из карбоксиметилирован
ных производных по сравнению с таковыми хитозановых пленок (табл. 2, 5 и 6) 
обусловлены особенностями их химического строения и надмолекулярной стру
ктуры. Так, наличие в элементарных звеньях макромолекул КМХ и КМХТ 
объемных карбоксиметильных и ацетильных заместителей способствует фор
мированию пленок с более рыхлой аморфной и потому менее прочной, а у пле
нок из КМХ-ВС и очень напряженной структурой. 

Прочностные показатели неориентированных пленок из КМХ и КМХТ тем 
не менее достаточны для получения на их основе пленочных и губчатых мате
риалов, содержащих иммобилизованные лекарственные вещества. Для меди-



цинского применения представляют также интерес пленки из сульфоэтилхйто-
зана, обладающие тромборезистентными свойствами и предотвращающие 
свертывание крови [56]. 

ПЛЕНКИ ИЗ СМЕСЕЙ ХИТОЗАНА С ДРУГИМИ ПОЛИМЕРАМИ 

Смеси на основе природных полисахаридов хитина, хитозана и целлюлозы 
представляют большой интерес, поскольку сочетают в себе доступность цел
люлозы с уникальными свойствами азотсодержащих полисахаридов. Обнару
женная авторами [57] термодинамическая совместимость хитина и целлюлозы 
в некотором интервале их соотношений является основой для формования 
пленок из этих полисахаридов. Смешанные целлюлозно-хитиновые пленки 
были получены по мокрому способу из 3%-ных растворов полисахаридов в 
ДМАА, содержащем 9% LiCl, с использованием бутанола в качестве осадите-
ля. Исследование структурных особенностей полученных пленок сорбцион-
ным методом и методом малоуглового нейтронного рассеяния показало, что 
наименьшей структурной неоднородностью обладают пленки, содержащие 
небольшое количество (до 0,5-2,5%) второго компонента. К сожалению, авто
ры не привели данные об уровне и зависимости прочностных характеристик 
пленок от их состава. 

Поскольку растворение целлюлозы связано с рядом технологических труд
ностей, а хитозан легко растворяется в доступных и дешевых растворителях, 
авторами [58] исследованы пленкообразующие свойства суспензий порошко
вой целлюлозы в воднокислотных растворах хитозана. Было показано, что 
суспензии всех составов по сравнению с раствором хитозана являются более 
структурированными системами, вязкость и энергия активации вязкого тече
ния которых возрастает при увеличении объемной доли целлюлозы (1), и для 
формования пленок пригодны суспензии с/до 0,05. Целлюлозно-хитозановые 
пленки, сформованные по сухому способу из суспензий разного состава име
ют визуально наблюдаемую неоднородность структуры, более выраженную у 
пленок, полученных из более концентрированных суспензий. Как и следовало 
ожидать, пленки в солевой форме, обладая высокой (> 2000%) сорбционной 
емкостью по отношению к воде и физиологическому раствору, не растворя
ются в них, в отличие от пленок из чистого хитозана. Сорбционная способ
ность пленок существенно зависит от соотношения целлюлозы и хитозана, 
кроме того ее можно регулировать путем прогрева пленок и введения сшива
ющих реагентов. Хотя физико-механические характеристики полученных 
пленок ниже, чем у пленок из индивидуальных полисахаридов, их прочность 
(разрывное напряжение 15-20 МПа) вполне достаточна для изготовления из 
них одноразовых изделий медицинского назначения. Прочность, в том числе в 
набухшем состоянии может быть повышена введением в формовочную сус
пензию и, соответственно в пленку, сшивающего агента. Несмотря на струк
турную неоднородность пленок, величина предельного удлинения их также 
достаточно высока (sр = 15-30%) и может быть повышена введением пласти
фикатора. 

Смешанные пленки из хитозана и других природных (пектин, крахмал) и 
синтетических водорастворимых полимеров (поливиниловый спирт, полиэти-
ленгликоль и др.) описаны в работах [59-62]. Добавки синтетических полиме
ров приводят к повышению стабильности в водно-кислотных средах изделий, 
полученных на основе хитозана, и кроме того, учитывая высокую стоимость хи
тозана, позволяют удешевить их. В свою очередь, добавки хитозана к синтети-



ческим полимерам повышают их биосовместимость и биодеградируемость, при
дают им ионообменные и комплексообразующие свойства, а в ряде случаев по
вышают гидрофильность, накрашиваемость и снижают электризуемость. 

ВОЛОКНА НА ОСНОВЕ ХИТИНА И ХИТОЗАНА 

Хитиновые волокна и нити, как и пленки, могут быть получены по мокро
му (коагуляционному) способу из растворов полимера в ряде органических 
амидных растворителей, содержащих добавки солей, в частности, хлорида ли
тия. В патентах [63, 64] в качестве растворителя предлагается использовать 
смесь LiCl и N-метилпирролидона. Сформованное со скоростью 10 м/мин в оса-
дительную ванну из ацетона или спиртов волокно имеет низкую прочность 
(sр = 36 МПа), что, возможно, обусловлено низкой концентрацией полимера в 
растворе (< 2%) и низкой ММ хитина. Хитиновое волокно, сформованное по ви
скозному способу также обладает низкой прочностью (разрывное напряжение 
38 МПа) [65]. В цитируемой работе не приводятся данные о ММ исходного хи
тина и в готовом волокне, что важно, так как данный способ переработки в во
локно полисахарида целлюлозы предполагает существенную деструкцию в хо
де всего технологического процесса. 

Значительно более прочное хитиновое волокно получено из 3-3,5%-ных 
растворов хитина с ММ 500 кД в тернарном растворителе: N-метил-пирроли-
дон-диметилацетамид + LiCl [66, 67] с использованием в качестве осадительной 
ванны смеси ДМАА + этиленгликоль + этанол в объемном соотношении, рав
ном 40:20:20. В [67] установлен оптимальный состав растворителя - 5%-ный 
раствор LiCl в смеси равных объемов N-метилпирролидона и ДМАА, обеспечи
вающий минимальную вязкость формовочного раствора и получение наиболее 
прочного волокна. Интересно отметить, что в данном растворителе хорошо 
растворяется лишь хитин с СД менее 30%, содержащий достаточное количест
во сольватируемых растворителем ацетильных групп. Из данных табл. 7 видно, 
что снижение СД исходного хитина с 38 до 13% и, соответственно, повышение 
регулярности химического полимера, приводит к увеличению прочности полу
чаемого волокна. Дополнительная пластификационная вытяжка в спиртогли-
колевой ванне позволяет получить волокно с разрывным напряжением 
390 МПа при удлинении 3%. По мнению авторов, такие высокие физико-меха
нические показатели обусловлены характерной для жесткоцепных полимеров 
хорошо организованной ленточно фибриллярной надмолекулярной структурой 
волокна. На основании данных электронномикроскопического и рентгеностру-
ктурного исследования [66] сделано предположение о жидкокристаллическом 
состоянии формовочных растворов. В то же время волокно характеризуется 
значительной (около 80%) потерей прочности в мокром состоянии при одновре
менном увеличении удлинения более, чем в пять раз. 

Таблица 7. Физико-механические показатели хитинового волокна [67] 



Таблица 8. Основные параметры процесса формования и свойства волокна 
из бутирилхитина 

Аналогичным способом авторами [68] было сформовано хитиновое во
локно, модифицированное добавками эфиров целлюлозы. Методами рентге-
ноструктурного анализа и электронной микроскопии установлено, что при 
модификации сохраняется первоначальная кристаллическая структура хити
на, а наблюдаемый эффект улучшения прочностных свойств (повышение в 
1,5-2,5 раза) обусловлен межфибриллярной пластификацией полимера. 

Ограниченный круг растворителей хитина стимулировал синтез его произ
водных, растворимых не только в водной среде (хитозан, карбоксиметилхитин), 
но в доступных органических растворителях. Одним из таких производных яв
ляется эфир хитина и масляной кислоты, в частности, дибутирилхитин, хорошо 
растворимый в ацетоне, ДМФ, спиртах и других органических растворителях 
[69, 70]. Польскими учеными предложены и реализованы в лабораторных и 
опытно-промышленных условиях мокрый и сухой способы формования волок
на из бутирилхитина, основные параметры процесса формования которого при
ведены в табл. 8. Полученные волокна характеризуются прочностными харак
теристиками, находящимися на уровне таковых ацетатных волокон. Важно от
метить, что при обработке такого волокна раствором щелочи происходит омы
ление бутирильных групп и регенерация хитина без нарушения его волокнистой 
формы. Этот процесс имеет прямую аналогию с омылением тиокарбоновых 
групп при производстве гидратцеллюлозного волокна по вискозному способу. 
Прочность хитинового волокна, полученного омылением бутирилхитино-
вого, существенно выше (Р0 - 25,1-26,6 сН/текс), чем у исходного бутирил-
хитинового и у хитинового, сформованного из растворов хитина в ДМАА 
(Р0 = 11,3-12,2 сН/текс) [70], находясь на уровне и даже немного превышая 
прочность обычных вискозных волокон. Водо- и щелочерастворимые произ
водные хитина (метил-, этил-, бутил-, изобутилхитин) могут быть переработа
ны в относительно прочные (sр ~ 100 МПа) волокна по мокрому способу в ван
ны из этилацетата с последующим ориентационным вытягиванием [71]. 

К сожалению, в литературе очень мало данных о получении и свойствах хи-
тозанового волокна, хотя его формование из уксуснокислотных растворов по 
мокрому или сухому способам принципиально является самым экономичным и 
экологически чистым способом. Характеристики хитозанового волокна, сфор-



Таблица 9. Условия формования и свойства хитозанового волокна [72] 

мованного из 3-4%-ных растворов полимера в 2%-ной уксусной кислоте в оса-
дительную ванну, содержащую 2% NaOH и 10% Na2SO4, с последующим пласти-
фикационным вытягиванием на воздухе, промывкой водой и сушкой при 100 °С, 
приведены в табл. 9 [72]. Авторами отмечено, что наиболее устойчиво процесс 
формования протекал из растворов высоко деацетилированного хитозана, об
разующего и наиболее прочное волокно. Приведенные в табл. 9 данные не по
зволяют дифференцированно оценить влияние различных параметров формо
вания на свойства полученного волокна. Хитозановое волокно, сформованное 
из щелочных растворов ксантогената хитозана и, очевидно, частично сшитое в 
осадительной ванне серной кислотой, по данным [65] обладает прочностью на 
уровне 260 МПа, что превышает прочность хитинового волокна, полученного в 
аналогичных условиях, и соответствует уровню прочности лучшего из приве
денных в табл. 9. 

ОБ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ПЛЕНОК И ВОЛОКОН В МЕДИЦИНЕ 
Как указано выше, хитозановые пленки в технике представляют интерес 

как разделительные, в том числе ионообменные мембраны. Многочисленные 
литературные данные [43, 44, 73-80] свидетельствуют о перспективности ис
пользования хитина и его производных в виде пленочных и волокнистых изде
лий, лечебных и защитных покрытий, а также в виде разделительных мембран 
и в медицине, биотехнологии, фармацевтике, пищевой промышленности. Наря
ду с низкой токсичностью, био- и гемосовместимостью, биоразрушаемостью, 
пористая структура этих изделий играет очень важную роль. Разработчиками 
капсулированных форм белковых препаратов и клеток показано, например, 
что повышение степени ацилирования хитозана, рН, ионной силы и концентра
ции полимера в формовочном растворе закономерно приводит к повышению 
пористости и проницаемости получаемых капсул, но, поскольку влияние этих 
же факторов на механические свойства носит антибатный характер [81-83], оп
тимальный вариант требует компромиссного решения. Использование для по
лучения указанных изделий модифицированного сшивкой хитозана и смесей хи
тозана с другими полимерами, в том числе полиэлектролитных комплексов на 
основе хитозана [73-79], позволяет находить более рациональные решения при 
оптимизации их свойств. Получение и свойства волокнистых и губчатых изде
лий на основе хитозана описаны в [72]. Высокие сорбционные свойства таких 
изделий позволяют рекомендовать их для использования как гигиенические 
средства и в гинекологической практике. Эффективное использование в меди-



цине хитозановых нитей, точнее, композиционных псевдомонофиламентных 
хитозаново-капроновых нитей показано в работе [84]. Образование хитозано-
вого покрытия на плетеных нитях из синтетических волокон приводит к моно-
литизации шовного материала, снижению его капиллярности, повышению его 
биосовместимости и ускорению нарастания новых тканей. 

Как уже было сказано, хитин и его карбоксиметилированные производные 
представляют большой интерес как носители лекарственных препаратов, в том 
числе протеолитических ферментов. Отличительной особенностью этих произ
водных хитина и хитозана как полимерных носителей лекарственных препара
тов является наличие в их макромолекулах широкого набора функциональных 
групп (полярные высокогидрофильные гидроксильные, карбоксильные, амино
группы и гидрофобные ацетильные), что принципиально позволяет осуществ
лять присоединение биологически активных веществ различными типами свя
зей. Дополнительным преимуществом КМХТ является гидролизуемость его ли-
зоцимом [85], обеспечивающая разрушение полимера в ходе метаболических 
процессов в организме. 

Проведенное исследование [55] показало влияние СЗ и ММ полимера на 
некоторые закономерности иммобилизации протеолитического фермента и, в 
целом, возможность использования КМХТ в виде пленок и губок в качестве 
полимерного носителя ферментных лекарственных препаратов. При этом ус
тановлено, что КМХТ является "мягкой" полимерной матрицей, позволяю
щей существенно повысить стабильность и, следовательно, эффективность 
применения иммобилизованных ферментов. Учитывая безвредность КМХТ, 
хорошую растворимость в воде и водно-солевых средах, а также биоразруша-
емость в организме под действием фермента лизоцима, использование этого 
производного хитина в качестве полимерного носителя лекарственных суб
станций является вполне оправданным. В дальнейшем представляется целесо
образным использовать КМХТ, в том числе в виде ПЭК с хитозаном и 
ПАВ-ПЭК, для создания капсулированных и липосомальных лекарственных 
и косметических форм. 

Приведенные данные подтверждают хорошие пленко- и волокнообразую-
щие свойства полисахарида хитина и его производных. Прочность (разрывное 
напряжение) и эластичность (разрывное удлинение) хитозановых пленок, сфор
мованных по сухому способу без ориентационного вытягивания, в зависимости 
от ММ полимера составляют 100-160 МПа и 20-40%, соответственно, и, следо
вательно, по деформационно-прочностным показателям хитозановые мембра
ны сопоставимы с гидратцеллюлозными. 

Растворимость в кислых водных средах является отличительной особенно
стью хитозановых пленок, ограничивающей возможность их практического 
применения. Для устранения этого недостатка предложены различные способы 
поверхностной гидрофобизации и объемной сшивки хитозановых пленок. Мо
дифицированные хитозановые пленки, сохраняя все преимущества исходных 
пленок (нетоксичность, биосовместимость, высокая прочность, гидрофиль-
ность и проницаемость, ионообменные, комплексообразующие, сорбционные и 
другие свойства), не растворяются и пригодны для использования в широком 
интервале рН. Такие пленки могут быть использованы в качестве альтернати
вы гидратцеллюлозным в аппаратах для гемодиализа и гемофильтрации, в ка
честве ионообменных мембран для разделения электролитов, в том числе ами
нокислот и для улавливания и концентрирования редких элементов из раство
ров. Важно подчеркнуть, что поверхностная модификация приводит к форми
рованию так называемых асимметричных мембран, в которых поверхностные 



и внутренние слои существенно различаются строением, структурой и свойства
ми. Помимо очевидной целесообразности использования модифицированных 
таким способом хитозановых пленок в качестве дренирующих материалов, эти 
пленки, дополнительно модифицированные включением во внутренний слой 
лекарственных веществ, представляют интерес и как атравматические покры
тия на ожоговые и иные раны. Хитозановые пленки, модифицированные сши
вающими реагентами могут быть использованы как разделительные, в том чис
ле ионообменные мембраны при разделении и концентрировании растворов 
аминокислот и других органических и неорганических электролитов. 

Полиэлектролитные комплексы на основе хитозана обладают гемосовме-
стимостью, прочностью в сухом и набухшем состоянии, при этом частичная 
сшивка компонентов ПЭК ковалентными связями и повышение устойчивости 
пленок из ПЭК в солевых, кислых и щелочных средах может быть осуществле
на простой темрообработкой пленок без использования сшивающих реагентов. 
Наиболее рациональным является использование таких пленок в виде тромбо-
резистентных покрытий на эндопротезы, другие имплантанты и гемосорбенты, 
в качестве селективных первапорационных мембран для осушки органических 
растворителей и как депо лекарственных веществ. Приведенные результаты 
показывают, что для этих же целей эффективно могут быть использованы и 
пленки карбоксиметилированных производных хитина и хитозана, в том числе 
в виде ПЭК на их основе. 

Обострение экологических проблем, и дефицит сырьевых ресурсов, с од
ной стороны, и совершенствование технологий и организация крупномас
штабных производств хитина и его производных, в том числе в виде пленок и 
волокон - с другой, - несомненно приведут к существенному расширению мас
штабов и областей их применения, среди которых будут текстильная и пище
вая промышленности, бумажное производство, строительство, сельское хо
зяйство и многие другие. 
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РАЗЛИТОЙ ГНОЙНЫЙ ПЕРИТОНИТ 

Энтеросорбция гранулированными препаратами (ионообменные смолы, ак-
тивированные угли) как метод детоксикации не предусматривает активного 
удаления отработанных гранул сорбента из желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) вследствие их низкой константы текучести. Использование полимеров 
типа поливинилпирролидона, хитина, хитозана, полипефана позволяет выво
дить их из просвета желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). Это свойство хитоза
на представляет особый интерес, поскольку его использование создает перспе
ктивы эффективной борьбы с синдромом эндотоксемии, в частности при разли
тых формах перитонита [1]. 

Известно, что хитозан активирует клетки перитонеального экссудата [2], и 
прежде всего макрофаги [3, 4]. При этом большинство функций макрофагов, 
включая супероксидную продукцию и синтез цитокинов (интерфероны, интер-
лейкин-1, колониестимулирующий фактор) активируется [5]. При транспланта
ции хитозана под кожу собакам после операции при сравнении с контрольной 
группой наблюдалось восстановление активности макрофагбв в зоне транс
плантации и численности моноцитов в крови. А это значит, что хитозан может 
быть использован как важный иммунопотенциатор для предупреждения после
операционной иммуносупрессии [6]. 

Модулирующий эффект распространяется и на фибробласты (пролифера
ция и синтез коллагена) и клетки эндотелия [7], полиморфноядерные лейкоци
ты (фагоцитоз) [8] и T-клетки (хелперная и цитотоксическая функции) [3]. Из
вестно влияние хитина и его дериватов на пролиферацию фибробластов и на 
продукцию цитокинами in vitro [9]. При этом высокие концентрации 
(500 мкг/мл) D-глюкозамина в культуре в присутствии (или без) телячьей фе-
тальной сыворотки значительно снижают величину пролиферации L929 линии 
фибробластов по сравнению с контролем. Высокие концентрации хитозана в 
культуре клеток с добавлением 10% фетальной телячьей сыворотки значитель
но снижали число пролиферирующих фибробластов в линии клеток L929, а в от
сутствии фетальной телячьей сыворотки снижение пролиферации фибробла-
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Таблица 1. Розеткообразующая активность лимфоцитов крыс 
с разлитым каловым перитонитом в условиях энтеросорбции гелевой формой 

низкомолекулярного хитозана (М ± т, п = 5) 

Обозначения: * - достоверно различимые результаты между группами 3 и 2. 
** - достоверно различимые результаты между группами 4 и 2 

стов не наблюдалось. Было выявлено, что в течение 30 ч инкубирования куль
тура фибробластов не только проявляла реакцию адгезии к поверхности пла
стика, но и пролиферировала. Форма клеток в среде с низким содержанием хи
тозана была сферической, а при увеличении содержания хитозана в среде до 
15% увеличивалось число клеток распластанной звездчатой формы. В присут
ствие коллагена и хитозана культура клеток прикреплялась к подложке и рос
ла [9]. Результаты показывают, что in vivo усиление пролиферации фибробла
стов может быть вызвано непрямым воздействием хитина и его дериватов. 

Было обнаружено in vivo, что образование эндотелия сосудов и миграция 
нейтрофилов происходит благодаря усилению выделения интерлейкина (ИЛ-8) 
из фибробластов [10]. Благодаря поликатионным свойствам хитозана происхо
дит прикрепление тимоцитов к макрофагам в смешанной культуре клеток [11]. 

Введение экспериментальным животным (мыши линии СВА) 2 мг хитозана 
через 24 ч после иммунизации тимусзависимым (эритроциты барана) и тимус-
независимым (липополисахарид) антигенами увеличивает силу первичного им
мунного ответа соответственно на 250 и 160% по сравнению с контрольными 
группами [12]. Иммунопотенцирующий эффект обнаруживается у животных, 
слабо реагирующих на тимусзависимый антиген, и не обнаруживается у сильно 
реагирующих животных. Механизм потенцирования, вероятно, сходен с действи
ем полиэлектролитов [13]. Иммунопотенцирующее действие хитозана обуслов
ливает высокую резистентность к золотистому стафилококку и кишечной па
лочке [14], при этом важно, что достигаемый эффект на порядок выше при ис
пользовании водорастворимых продуктов хитина, чем водонерастворимых [12]. 

Использование низкомолекулярного сшитого хитозана (ММ 10-15 kD) и 
декстрана, сшитого эпихлоргидрином и модифицированного террилитином и 
полимиксином В, в качестве гелевых форм сорбентов для энтеросорбции и ла-
важа брюшной полости при разлитом гнойном перитоните у животных описано 
в работе [15-19]. Предварительные исследования возможности извлечения бак
териальных токсинов с клеточной поверхности лимфоцитов и восстановления 
функции мембранных маркеров в результате прямой цитосорбции подтвердили 
возможности непрямой иммунокоррекции [20]. 

Интенсивная энтеросорбция ЖКТ в течение 18 ч с использованием гелевой 
формы низкомолекулярного хитозана приводит к полному сохранению функци-



Таблица 2. Розеткообразующая активность лимфоцитов крыс 
с разлитым каловым перитонитом в условиях комбинированного применения 

корпорального лаважа брюшной полости и энтеросорбции {М + т, п = 5) 

* - достоверно различимые результаты между группами 3 и 2. 
** - достоверно различимые результаты между группами 4 и 2 

ональной активности E-рецептора на лимфоцитах брыжеечных лимфатических 
узлов и периферической крови, а спонтанные розетки образуют в 3,2 раза боль
ше спленоцитов с эритроцитами (табл. 1). При этом функциональная активность 
тимоцитов остается чрезвычайно низкой (5,8 ± 1,6% розеткообразующих клеток 
(РОК) против 4,2 ± 0,20% при нелеченном перитоните (Р > 0,05). В контрольной 
группе животных, получавших в качестве энтеросорбента 1% взвесь микрокри
сталлической целлюлозы, проявляются признаки детоксикации, но они харак
терны только для лимфоцитов периферической крови (25,0 ± 0,4% РОК против 
4,6 ± 0,8% при нелеченном перитоните, Р < 0,05 и против 22,8 ± 2,86% у группы 
интактных животных, Р > 0,05). Исследование K-клеточной активности сплено
цитов выявляет полную сохранность функции FcgR и высокую киллерную актив
ность (56,2 ± 5,86 бляшкообразующих клеток (БОК) против 5,2 ± 1,60 БОК у 
крыс, кормленных целлюлозой, против 25,8 ± 2,66 БОК при нелеченном перито
ните и против 47,0 ± 0,50 БОК у интактнЫх животных). 

В результате реализации идеи одновременного связывания бактериальных 
токсинов в брюшной полости и в просвете ЖКТ при разлитом каловом перито
ните выявляется глубокая детоксикация, затрагивающая и клетки перифериче
ской крови, и клетки селезенки, и лимфатических узлов, и клетки вилочковой 
железы. Сочетание интенсивной энтеросорбции низкомолекулярным хитоза
ном и внутрибрюшного лаважа комбинированным декстрановым сорбентом 
приводит к весьма значительной иммобилизации in situ бактериальных токси
нов и полностью сохраняет (и даже активизирует) функциональную активность 
клеток иммунной системы (табл. 2). 

Изучение антителозависимой клеточной цитотоксичности спленоцитов 
подтверждает результаты E-розеткообразования (39,2 ± 5,29 БОК против 
5,8 ± 0,90 БОК у животных с комбинированной контрольной сорбцией, против 
25,8 ± 2,66 БОК при нелеченном перитоните и против 47,0 ± 0,50 БОК у группы 
интактных крыс). 

Таким образом, практически значимая иммунокоррекция при разлитом пе
ритоните может быть достигнута иммобилизацией бактериальных токсинов с 



помощью комбинированного применения энтеросорбции и внутрибрюшного 
лаважа гелевыми сорбентами. 

Хитозан обладает бактерицидным действием [21]. При анализе количест
венного и качественного состава микрофлоры самого хитозана было выявлено 
отсутствие в нем патогенных микроорганизмов. Сравнение микробной конта
минации хитозана с другими сухими загустителями, например, желатином, по
казывает наличие в нем низкого числа микробных тел. Анализы формованных 
продуктов, содержащих добавки уксуснокислотного раствора хитозана и варе
но-мороженого мяса криля, показали, что в 75% проб готовых продуктов мик
робные числа в 1,3-1,8 раза ниже, чем в мясе криля. Санитарно-показательные 
микроорганизмы и патогенные (сальмонеллы, золотистый стафилококк) не об
наруживаются в 100% проанализированных проб рыбных соусов, содержащих 
1%-ный раствор хитозана. Все это указывает на бактериостатический эффект 
растворов хитозана в уксусной кислоте. 

Известно, что при действии хитозана на растения и животные полимер рас
щепляется ферментами до олигосахаридов, которые проникают в клетки, воз
действуя на разные их структуры [22, 23]. Для выявления действия низкомоле
кулярных продуктов хитозана (типа хитодекстринов) на микробиоценоз кишеч
ника добавлением в корм крыс антибиотика (левомицетин или ампициллин) 
осуществляли сдвиг микробиоценоза кишки животных в неблагоприятную сто
рону и исследовали динамику нормализации микробиоценоза у животных, кото
рым добавляли в корм хитодекстрин. Возникающий после антибиотикотерапии 
дисбактериоз рассматривают как "лекарственную" болезнь, для преодоления 
которой рекомендуют специальное лечение. Опыты на крысах показали, что 
хитодекстрин может быть эффективным средством коррекции микробиоцено
за кишки. Животные в конце курса приема антибиотика имели типичные для 
дисбактериоза сдвиги: общее снижение уровня полезной микрофлоры (бифидо-
и молочно-кислых бактерий), резкое увеличение общего количества энтероба-
ктерий и лактозонегативных форм. Ослабление защитных функций полезной 
микрофлоры приводило к появлению в кишке даже микроскопических грибов. 

В опыте использованы различные дозировки хитодекстрина и в коррекции 
микробиоценоза четко прослежена зависимость от дозы полимера. У живот
ных, не получавших хитодекстрин в течение 35 суток кормления, увеличение 
массы полезной микрофлоры не наблюдалось. При добавлении в диету крыс 
низких доз хитодекстрина (1 мг в день) отмечался высокий уровень заселенно
сти кишки представителями неблагоприятной микрофлоры (кандида, протей и 
др.). При смешивании корма с достаточными дозами хитодекстрина (5-10 мг в 
день на крысу) неблагоприятная микрофлора полностью элиминировалась. 
Исследования подтверждают, что присутствие в пище хитодекстрина восстана
вливает здоровую экосистему микроорганизмов в кишке у животных. Дозы 
5-10 мг на 200 г массы тела достаточны для быстрого очищения кишки от ус
ловно патогенной микрофлоры [22, 23]. 

Проведенное испытание влияния хитозана и его двух производных (ацетата и 
гидрохлорида) на предупреждение размножения культуры кишечной палочки 
штамма В1 показало, что хитозан в зависимости от дозы, а также от типа его со
ли значительно предупреждают рост культуры кишечной палочки [24]. Получе
ние сорбционных материалов на основе хитина-хитозана позволило разработать 
ряд сорбентов для экстракорпоральной и корпоральной детоксикации организма. 
Возможность получения и эффективность использования гранульной формы 
сорбента обеспечены высокой химической и биологической стойкостью полиме
ра, высокой механической прочностью, достаточной проницаемостью и высокой 



гидрофильностью. Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт 
травматологии и ортопедии им. P.P. Вредена разработал методику экстракорпо
ральной ликворосорбции с применением хитозановых сорбентов. Использование 
хитозана с СД = 75-90%, зольностью 0,1-0,5%, содержанием белка не более 0,5%, 
ММ 80-800 кДа позволило получить хорошие результаты сорбции спинномозго
вой жидкости и считать такие сорбенты лучшими среди известных. Широкие воз
можности модифицирования молекулы хитозана позволяют применять их сог
ласно поставленным задачам с эффектом селективной сорбции [24]. 

Водорастворимая форма хитозана, содержащая протонированные аминогруп
пы, обнаруживает высокую агрессию по связыванию клеток животных и микроб
ных тел. Как сказано выше, это создает высокий бактериостатический эффект 
[26, 27]. Остановка роста патогенной микрофлоры объясняется свойством хитоза
на агглютинировать микробные тела. Механизм агглютинации идентичен склеи
ванию эритроцитов поликатионами [28]. Универсальный механизм селективного 
связывания хитозана с рецепторами сахаров на клеточной мембране обеспечива
ет бактериостатический эффект практически на любом виде микробов [29, 30]. 
Особо важным результатом работы [27] является обнаружение мощного противо-
липосахаридного (анти-ЛПС) эффекта. Известно, что хитин способен извлекать 
из модельного раствора до 76% бактериального эндотоксина [31]. Таким образом, 
перспективность аффинной энтеросорбции продуктами хитозана при разлитом 
перитоните, сопровождающемся активацией грамотрицательной микрофлоры и 
образованием большой концентрации бактериальных экзо- и эндотоксинов, не 
вызывает сомнений. Л.А. Крафт с соавт. [32] испытывали гидрогель карбоксиме-
тилхитозана на 35 штаммах микроорганизмов, включая 31 штамм бактерий и че
тыре штамма грибов. Все используемые микроорганизмы являлись клиническими 
штаммами. Среди видов микрофлоры грамположительные бактерии - девять 
штаммов Staphylococcus epidermidis, девять штаммов Corynebacterium xerosis, грам-
отрицательные бактерии - три штамма Escherichia coli, четыре штамма Klebsiella 
pneumoniae, шесть штаммов Pseudomonas aeruginosa, класс грибов - четыре штам
ма Candida gpp. В исследованиях использованы гидрогели с различным содержа
нием карбоксиметилхитозана - от 3 до 8 мас.%. Результаты показали, что по от
ношению к грамположительным бактериям антимикробная активность гидроге
лей увеличивается в зависимости от времени контакта микробов с препаратом. 
Антимикробная активность гидрогелей по отношению к грамотрицательным ба
ктериям достигает максимума через один час контакта. Максимальное действие 
оказывается на дифтероиды и грибы рода Candida. По степени чувствительности 
к гидрогелям карбоксиметилхитозана группы микроорганизмов располагаются в 
следующей последовательности: грибы —> клебсиеллы —> дифтероиды —> стафи
лококки —> псевдомонады —> кишечные палочки [32]. 

На базе НИИ физико-химической медицины МЗ РФ проведены исследования 
по выявлению детоксикационного эффекта гелевой формы глутамата хитозана 
при тяжелых гнойно-воспалительных заболеваниях органов брюшной полости в 
качестве энтеросорбента [33]. Такая постановка задачи диктуется тем, что разли
той перитонит - заболевание септического характера, где интоксикационный 
синдром вызывает вторичные необратимые инверсии метаболизма клеток, при
водит к фульминантному гепатиту и мозговой коме. Даже успешное очищение 
брюшной полости при многократных лаважах может быть напрасным: смерть 
наступает при явлениях бактериальной эндотоксемии [34]. Постоянно присутст
вующая в ЖКТ условнопатогенная микрофлора становится патогенной с высо
кой вирулентностью в ряде случаев: снижение выхода в кишку желчных кислот 
и нарушение соотношения желчные кислоты/эндотоксины грамотрицательной 



Таблица 3. Количественная характеристика бактериального эндотоксина 
в периферической крови крыс с разлитым каловым шестичасовым перитонитом 

в условиях энтеросорбции (М ± т, п = 5) 

микрофлоры, парез кишечной трубки и нарушение проницаемости ее стенок, 
смена пейзажа микрофлоры. Нарушение связывания бактериального эндотокси
на в кишке способствует его свободному и быстрому выходу в систему воротной 
вены и трансмурально в свободную брюшную полость. Высокая эндотоксемия в 
воротной вене приводит к декомпенсации печеночных клеток, в частности к бло
кированию клеток Купфера - основных утилизаторов бактериальных токсинов 
[37-35]. Снижение пигментообразования и выхода желчных кислот замыкает по
рочный круг. Прорыв кишечного барьера приводит к массивному накоплению 
микробного материала в свободной брюшной полости и поступлению в систему 
общей циркуляции [38]. Таким образом, токсическая фаза перитонита - это ре
зультат свободного сецернирования бактериальных токсинов из просвета кишки 
и печеночного венозного кровотока в артериальную систему. 

Современное лечение перитонита антибиотиками приводит к бактерицид
ному эффекту и резкому ускорению образования бактериального липополиса-
харида (ЛПС), к неконтролируемой эндотоксемии [39-40]. Использование 1%-
ной гелевой формы глутамата хитозана в качестве энтеросорбента для деток-
сикации ЖКТ при разлитом каловом перитоните у крыс, и контроль уровня 
ЛПС в крови портальной системы и надпеченочного бассейна были предметом 
исследований авторов работы [41]. 

Предварительные исследования применения гелевой формы хитозана в 
стендовых опытах показали, что хитозан в силу полиэлектролитного характе
ра способен хелатировать ЛПС и микробные тела, создавая, тем самым, за
щитную подложку на слизистой оболочке кишки и уменьшая выход эндоток
сина в сосудистую систему. Иммуноферментный анализ мазков крови после 
шестичасовой энтеросорбции показал, что выявляется эффект детоксикации 
как в контрольных, так и в опытных группах животных, но использование 
глутамата хитозана позволяет снижать уровень интоксикации крови более, 
чем в четыре раза (табл.3). 

Результаты адгезии молекул ЛПС клетками периферической крови при энте
росорбции выявляют положительный эффект глутамата хитозана. Результат де-



Таблица 4. Результаты опсонизации (адгезии) ЛПС клеток крови крыс 
с шестичасовым разлитым каловым перитонитом в условиях энтеросорбции (М ± т, п = 5) 

токсикации выражается как в уменьшении общей площади поражения крови, так 
и в значительно меньшей антигенной сенсибилизации клеточных мембран лимфо
цитов (табл. 4). Вполне вероятно, что эффект предохранения поверхности имму-
нокомпетентных клеток от массивного поступления в кровь и лимфу бактериаль
ного ЛПС в результате его связывания сорбентами сопряжен с положительной ди
намикой иммунокоррекции. Сохранение высокой функции лимфоцитов при раз
литой форме перитонита может отражать эффективность корпоральной сорбции. 

Таким образом, активная энтеросорбция с помощью гелевого хитозана у 
животных с разлитой формой калового перитонита должна являться прямым 
показанием к его использованию. Энтеросорбция хитозаном и его производны
ми способна создавать существенный детоксикационный эффект и уменьшать 
антигенную нагрузку на иммунокомпетентные клетки крови (см. табл. 4). 

Исследования, проведенные Гельфандом Б.Р. с соавт. [42], показали, что ис
пользование гелевой формы высокомолекулярного хитозана (зольность менее 
0,02%, CD - 0,94, ММ 190 кДа) в клинических условиях является эффективным 
методом интракорпоральной детоксикации у больных с синдромом кишечной 
недостаточности. При использовании в качестве энтеросорбентов ваулена, хи
тозана и полисорба наибольшей сорбционной активностью обладал хитозан, 
проявивший при лечении антибактериальный эффект [42]. Бактериостатиче-
ский эффект гранулированных и гелеобразных форм хитозана подтверждают в 
своих исследованиях и авторы [43-44], при этом необходимым критерием эф
фективности энтеросорбента является его гелевая форма и наличие положи
тельного заряда на его поверхности. Взаимодействие кислотных остатков кле
точных элементов крови с аминогруппами хитозана может приводить к мощно
му коагуляционному эффекту в суспензии отмытых от плазмы или гепаринизи-



Таблица 5. Изменение микроэкологии ЖКТ под влиянием 
энтеросорбции хитозаном [42] 

Таблица 6. Количество микробных колоний Ps. aeruginosa на 1 см2 при обработке 
1 млрд взвеси микрофлоры гелевыми сорбентами в соотношении 5:2 (по объему) [54] 

рованных эритроцитов [27,45-47]. Коагуляционный эффект, оказываемый хито
заном и вязкие свойства последнего могут быть весьма полезными как при нару
шении проницаемости стенки кишки, так и после оперативных вмешательств на 
полых органах брюшной полости в условиях перитонита [48-49]. Гелевые формы 
сорбента свободно проходят через различные энтеральные дренажи и, таким об
разом, значительно повышают его востребованность при лечении тяжелой кате
гории больных с энтеральной недостаточностью. Введение жидких форм хитоза
на в кишку при проведении сеансов энтеросорбции изменяют микроэкологию 
ЖКТ. Так, введение хитозана в виде 0,3%-ного раствора через зонд в кишку тя
желым больным приводило к восстановлению близкого к норме микропейзажа 
пищеварительного тракта. При анализе кишечного содержимого выявлено, что в 
30% случаев рост флоры после сорбции отсутствует (табл.5). 

Способность хитозана останавливать рост некоторых микроорганизмов и 
болезнетворных видов плесени описана и в работах [50-53]. Установлено, что 
при концентрации хитозана 0,015% рост бактерий Е. coli в толстой кишке пол
ностью прекращается, а в отношении грамотрицательных и грамположитель-
ных бактерий P. aeruginosa, В. subtilis, S. aureus активность проявляется при 
0,02% и больше [52, 53]. Исследования автора показали, что хитозан способен 
в четыре раза понижать число жизнеспособных микробных тел (табл.6). Огра
ничение роста синегнойной палочки объясняется свойством полимера, в част
ности, его протонированных аминогрупп агглютинировать микробные тела по
добно склеиванию эритроцитов поликатионами. Сшивка конъюгата хитозана с 
полимиксином В глутаровым альдегидом снижает его агглютинирующие свой-



Таблица 7. Микробный пейзаж илеоцекального отдела кишки крыс 
в условиях разлитого перитонита и контакта с гелевой формой крилевого хитозана 

ства и бактериостатический эффект. Однако детоксицирующий эффект боль
шинства примененных гелевых сорбентов рассчитан не на подавление жизнеде
ятельности микробной флоры, а на связывание ее токсических субстанций, в 
частности ЛПС. Такое связывание возможно как на поверхности микробной 
стенки, так и на клетках иного генеза [54]. Взаимодействие хитозанового сор
бента с ЛПС на микробной капсуле, так или иначе, изменяет ее свойства (солю-
билизация липидного бислоя, изменение заряда) и в ряде случаев повышает эф
фективность применяемых антибиотиков. Так, в сравнении с контролем чувст
вительность к антибиотикам синегнойной палочки после обработки гелевыми 
хитозановыми сорбентами повышается на 29%. 

Возможность применения хитозана и его производных для извлечения бак
териальных токсинов из просвета ЖКТ при разлитом перитоните требует ис
пытаний с интестинальной микробной флорой. Разлитой перитонит, как извест
но, приводит к нарушению равновесия микробных ассоциаций с активизацией 
патогенных штаммов. Поэтому действие производных хитозана должно быть 
направлено как на связывание свободных микробных токсинов в просвете киш
ки, так и на агглютинацию микробов в результате электростатического взаимо
действия. Обволакивающий эффект хитозана с образованием полиэлектролит
ных комплексов может быть полезным при формировании микробного пейза
жа. Универсальность действия объясняется связыванием хитозана с полисаха-
ридными рецепторами на клеточной поверхности. 



Таблица 8. Микробный пейзаж начального отдела толстой кишки крыс 
в условиях разлитого перитонита и контакта с гелевой формой крилевого хитозана 

Результаты смешивания и инкубирования зольного хитозана (степень деаце-
тилирования 0,82, зольность 17,5%, характеристическая вязкость 3,8 дл/л) с 10%-
ной взвесью кишечного содержимого крыс показывают возможность восстанов
ления первоначального микробного пейзажа кишки. Микробная идентификация 
свежевыделенного кишечного содержимого интактных крыс характеризуется 
присутствием трех активных видов микробов: Serratia marcescens 93,3%, Yersinia 
enterocjlitica 5,2%, Serratia liquefaciens 0,7%. При разлитом перитоните изменяет
ся соотношение этих видов микробов с дополнительным выявлением активности 
Hafnia alvei и Salmonella typhi. В присутствии гелевой формы крилевого хитозана 
(CD = 0,9, ММ 180 кДа, зольность 1,5%) в кишечной взвеси интактных животных 
в объемных соотношениях 2,5:1 в целом сохраняется видовая характеристика ми
крофлоры. В кишечном содержимом больных животных в течение всего перио
да инкубации с сорбентом происходит полная смена видов активных штаммов с 
преобладанием Acinetobacter calcoaceticus (99,9%) (табл. 7) [54]. 



Важным результатом является полное восстановление активности микроб
ного пейзажа у больных животных практически через два часа контакта с сор
бентом, взятом в соотношении 1:1 (табл. 8) [50]. Эффективное устранение явле
ний дисбактериоза с помощью энтеросорбции хитозаном является серьезным 
подспорьем при успешном лечении тяжелой гнойной инфекции, поскольку в те
рапевтическую схему, как правило, входят антибактериальные препараты пос
ледних поколений, нарушающие микробиоценоз в кишке. 

При расшифровке механизмов энтеросорбции к вопросам особой важности 
могут быть отнесены взаимодействие полимера с эпителиоцитами и их транс
мембранная проницаемость при формировании хитозановой пленки на слизи
стой оболочке, связывание эндотоксинов с полимером и их пассаж в кишечной 
трубке, формирование комплексов бактериальных токсинов с желчными кис
лотами и механизмы, препятствующие трансляции в систему воротной вены, 
эффекты общей детоксикации. 

УРЕМИЧЕСКИЙ СИНДРОМ 

На сегодняшний день разработан ряд терапевтических мероприятий для лече
ния острой почечной недостаточности. Выбор метода лечения определяется этио
логией, формой и стадией этого заболевания, но основное место в его лечении за
нимают методы экстраренальной детоксикации. К этим методам относятся: гемо-
фильтрация, перитонеальный диализ, искусственная почка и кишечный диализ. 

В настоящее время успехи лечения почечной недостаточности с помощью ге
модиализа столь велики, что современный аппарат "искусственная почка" образ
но называют "инсулином для больных нефритом". Однако при гемодиализной те
рапии недостаточности почек может возникнуть ряд осложнений, не позволяю
щих добиваться медицинской реабилитации больных. Это заставляет продолжить 
поиск новых способов лечения почечной недостаточности, которые позволяют 
стабилизировать уровень азотистых соединений в крови на разных этапах ее про
явления и, тем самым, существенно сохранить трудоспособность больных. Кроме 
того, у ряда больных с почечной патологией имеются противопоказания к гемоди
ализу, что также вынуждает расширить поиск новых методов лечения [55]. 

В 1974 г. Kolff [56], применяя перфузию изолированного отдела тонкой 
кишки, впервые доказал возможность удаления мочевых метаболитов из крови 
через ЖКТ. В литературе имеются единичные сведения, указывающие на воз
можность использования ЖКТ в качестве заместительного органа в выведении 
мочевых токсинов из организма и метаболической коррекции почечной недос
таточности. Поиск и разработка новых энтеросорбентов является одной из 
фундаментальных задач эфферентной медицины [57]. 

В этой связи большой интерес в настоящее время представляют водорас
творимые и водонерастворимые препараты хитозана, дающие вязкие растворы 
и гели, соответственно. Проведение детоксикации организма через ЖКТ с ис
пользованием сеансов кишечного диализа хитозаном по сравнению с другими 
известными сорбентами имеет ряд преимуществ. Хитозан имеет уникальную 
поликатионную природу, что обеспечивает его адгезионное сродство к матери
алам клеточных стенок. Хитозан имеет два типа реакционноспособных ОН- и 
NH2-групп для получения более разнообразных модификаций, и, соответствен
но для строго направленного синтеза производных. Протонированная в кислой 
среде аминогруппа, являясь высокоактивной, обеспечивает растворимость по
лимера в воде. Хитозан как полисахарид органического происхождения облада
ет низким раздражающим действием на слизистую оболочку кишки, мукоадге-



зивен, биосовместим, биодеградируем, он существенно повышает биодоступ
ность труднорастворимых веществ в крови. Все эти свойства хитозана позволя
ют по-новому подойти к коррекции внутренней среды человека, ответственной 
за детоксикационную функцию. 

Известно [58] взаимодействие положительно заряженных мукоадгезивных 
микросфер хитозана с отрицательно заряженными гликопротеидами слизи. Сте
пень адсорбции слизи пропорциональна абсолютным значениям положительного 
x-потенциала микросфер хитозана и рассеивающего x-потенциала гликопротеи-
дов слизи. Действие хитозана, как усиливающего агента, для векторной проница
емости кишечного эпителия на примере функционирования моноклеточного 
слоя Сасо-2 клеток, подобных кишечному эпителию рассмотрено в [59, 60]. Вы
яснилось, что хитозан не влияет на проницаемость кишечного эпителия при ней
тральной рН среды, а в кислой среде из-за положительного заряда хитозан может 
взаимодействовать с анионными компонентами гликопротеидов на поверхности 
эпителиальных клеток и вызывать проницаемость кишечного эпителия [61]. В 
этой ситуации меняется трансэпителиальная электрорезистентность эпителиаль
ных клеток [62]. Присутствие хитозана на клеточной поверхности слизистой обо
лочки изменяет топографию этой поверхности. Полимер абсорбируется на по
верхности клетки и изменяет ее рельеф по сравнению с контрольными вещества
ми [63]. При наличии свободных аминогрупп как свободный хитозан, так и его со
левые формы независимо от рН эффективно повышают абсорбцию белков че
рез слизистую оболочку. Гель хитозана в концентрации 0,5% вызывает слабое 
повреждение мембраны слизистой оболочки, на что указывают выход в среду 
следовых количеств лактатдегидрогеназы [64]. 

Объяснение факта увеличения околоклеточного транспорта веществ нахо
дят в реакции цитоскелета эпителия. В результате локального перераспределе
ния F-актина изменяется структура и проницаемость апикальных сегментов 
клеток кишечного эпителия с сохранением изначальной проницаемости базаль-
ных мембран. В результате неравномерной и массовой контракции мембран 
образуются расширенные межклеточные контакты и растет околоклеточная 
проницаемость маркерных молекул различной молекулярной массы [65]. 

Известно, что при контакте клеток с хитозановым гелем увеличивается ак
тивность этих клеток на полимерной подложке по сравнению с активностью 
клеток в отсутствие хитозана [66]. На модели донорского реснитчатого эпите
лия человека установлено как ex vivo, так и in vivo, что величина транзита ве
ществ через эпителий слизистой оболочки зависит от молекулярной массы хи
тозана и его количественного содержания. Высокая молекулярная масса и 
большое количество глутамата хитозана снижают продолжительность транс
порта [67]. В комплексе с полифосфатом хитозан легко образует связи с гидро
фильными белками клеточной поверхности. Такие взаимодействия не носят 
ионного характера и играют важную роль в опосредованной транспортировке 
веществ клетками [68]. Высокая скорость перфузии токсических веществ через 
стенку кишки в сторону полимера, локализованного на слизистой оболочке, со
провождается существенным уменьшением высоты крипт, снижением клеточ
ной пролиферации и окружности крипт эпителия тонкой и толстой кишки (р < 
0,05). Молекулярный диапазон и вязкость полимеров влияют на морфологиче
скую картину кишки [69]. Такие находки указывают на низкую токсичность по
лимера наряду с противоопухолевым действием. 

Японские ученые [70] опубликовали результат исследования эффекта дей
ствия хитозана на функцию почек у больных с хронической почечной недоста
точностью. Были исследованы 80 пациентов, страдающих почечной недоста-



точностью. Больные принимали таблетки хитозана весом по 1350 мг три раза в 
день. Результаты выявили уменьшение холестерина с 10,1 до 5,8 мМ, увеличе
ние гемоглобина с 58,2 до 68 г/л, существенное уменьшение уровня мочевины и 
креатинина в сыворотке крови после четырех недель употребления хитозана. 
Чувство физической силы, аппетита и сна значительно улучшалось после 12-й 
недели употребления препарата. 

В работе [71] использовали покрытую хитозаном диальдегидцеллюлозу в 
качестве энтеросорбента на модели гломерулонефрита. Исследование проводи
лось на крысах, получавших в качестве добавки к диете 10% диальдегидцеллю-
лозы в течение девяти дней. Результаты исследования показали уменьшение 
белка в моче, остаточного азота и мочевины крови до нормальных цифр к 8-9 
дню с одновременным увеличением выведения азота с каловыми массами. Уве
личение содержания воды в экскрементах авторы связывают с выведением пер
вичной мочи из сосудистого русла в просвет кишки. 

Анализ изучения компенсаторных возможностей ЖКТ в выведении уреми
ческих токсинов из организма в условиях острого уремического синдрома при 
проведении интенсивного кишечного диализа гелевой формой мелкодисперсно
го хитозана еще раз подтвердил перспективность применения этого класса сор
бентов. В связи с этим автором проведено экспериментальное моделирование 
уремии на белых крысах линии Wistar массой 180-200 г. Уремический синдром 
развивался после двухстороннего изолированного удаления почек через лапа-
ротомический разрез под нейролептанальгезией (внутрибрюшинное введение 
кетамина). В послеоперационном периоде животные получали через желудоч
ный зонд 2%-ные гели контрольных и опытных матриц энтеросорбентов в объ
еме по 1 мл через каждые три часа. В качестве контрольных энтеросорбентов 
применялись сефадексы G-25 и G-200 (сшитые декстраны) и микрокристалли
ческая карбоксиметилцеллюлоза. В качестве опытных матриц энтеросор
бентов использованы гели мелкодисперсного хитозана с ММ 10-200 кДа и 
CD = 75-95%. Выведение животных из эксперимента проводилось в терминаль
ный период. Результаты показали, что постоянный энтеродиализ увеличивает 
выживаемость крыс. Лучший результат отмечен при использовании мелкодис
персного хитозана ММ 180-200 кДа и CD = 75%, хотя положительный эффект 
оказывали все использованные образцы полимера. Выживаемость в этой груп
пе животных составила 93,5 + 0,8 ч и сопровождалось улучшением общего со
стояния экспериментального животного. Контрольные животные, не получав
шие энтеросорбенты, выживали только в течение 47,2 ± 0,30 ч. 

Анализ метаболических нарушений при развитии аренального синдрома 
проведен на 63 крысах популяции Вистар. Первую группу составили интактные 
животные (контроль 1), во второй группе находились крысы с двухсторонним 
изолированным удалением почек, не получавшие энтеросорбенты (контроль 2). 
В третью (опытную) группу животных входили крысы, получавшие хитозан с 
ММ 180-200 кДа и CD = 75% в раннем послеоперационном периоде по 1 мл че
рез каждые три часа. Выведение животных из эксперимента осуществлялось 
через 8, 16, 24 и 48 ч. Оценивали биохимические показатели сыворотки крови и 
центрифугата химуса тонкой кишки: мочевина, креатинин, общий белок, об
щий билирубин, калий, натрий, хлор. Проводили забор начального и конечного 
отделов тонкой и толстой кишки для качественного и цифрового компьютерно
го морфологического исследования. 

Биохимический контроль терапии хитозаном представлен в табл. 9 и 10. 
Анализ данных показывает, что скорость нарастания синдрома интоксикации 
существенно ниже при добавлении в диету гелевой формы хитозана. Если при-



Таблица 9. Биохимическое исследование сыворотки крови в условии энтеросорбции хитозаном 
при синдроме экспериментальной уремии (л = 7) 

*-достоверно для р < 0,01-0,001 относительно контроля (группа 1). **-достоверно для р< 0,05-0,01 относительно контроля (группа 2). 
Примечание: I группа - интактные крысы. 2 группа - крысы с двухсторонним изолированным удалением почек, не получавшие хитозан. 3 группа - крысы, 
получавшие хитозан с ММ 180-200 кДа и CD *= 75% 



нять уровни метаболитов в группе 2 за 100%, то в группе 3 нарастание мочевины 
в сыворотке крови через 8 ч заболевания составляет только 75%, через 16 ч-
82%, через 24 ч - 73%, через 48 ч - 63%. 

Подобная динамика имеет отношение и к уровню креатинина. Присутствие 
в кишке гелевого хитозана обеспечивает снижение темпа нарастания уровня 
билирубина на 14%. Как показывают исследования, основные события при эн-
теросорбции развиваются в кишечной полости. Хитозановая мембрана, форми
рующаяся на слизистом покрове кишки, создает значительные концентрации 
токсических метаболитов в кишечном фильтрате. Если в норме уровень моче
вины в экскрементах низкий или не регистрируется [72], то при развитии забо
левания он возрастает в 9,2 раза, уровень креатинина - в 31 раз, общий билиру
бин - в 182 раза. 

Формирование хитозановой пленки на эпителиальном покрове слизистой 
оболочки тонкой кишки позволяет существенно задерживать рост уровней 
указанных метаболитов на 24 ч. Формирование мощного градиента концент
рации билирубина по сравнению с уровнем в сыворотке крови может быть 
объяснен с двух позиций: во-первых, мощным желчегонным эффектом (уси
ленная работа гладкой мускулатуры внепеченочных желчных протоков и тон
кой кишки, что всегда характерно при действии продуктов целлюлозы, и мас
сивное поступление метаболита с желчью в результате лавинной гибели пече
ночных клеток, а во-вторых, активным комплексообразованием полиме
ра-поликатиона с билирубином-анионом на основе, прежде всего, электроста
тических взаимодействий. 

Сравнительный анализ электролитов в сыворотке крови и фильтрате химу
са тонкой кишки указывает на их активный транспорт через ее стенку, создава
емый хитозановой мембраной, выстилающей эпителиальный покров. Таким 
образом, желудочно-кишечный тракт в условиях мочевой интоксикации выпол
няет роль выделительной системы, а хитозан выполняет роль активной допол
нительной мембраны, организующей усиленный транспорт через эпителиаль
ный покров кишечной трубки. Кроме того, хитозановый гель формирует барь
ер ретроградного потока электролитов в сосудистое русло. В случае введения 
хитозана в кишку активно связываются электролиты, которые удерживаются в 
жесткой цепи полимера. Однако паралитическая кишечная непроходимость 
приводит к скоплению агрессивного химуса в ее просвете без признаков дрени
рования и доступности свежих порций полимера. Такое обстоятельство к 48-му 
часу становится причиной начала стадии декомпенсации. 

Таким образом, программированный энтеродиализ хитозаном в условиях 
мочевой интоксикации способен продлевать стадию компенсации на 100% в ре
зультате существенного перераспределения агрессивных компонентов метабо
лизма между периферической кровью и шоковой кишкой. Отсутствие условий 
активного дренирования агрессивной среды из кишечной трубки не позволяет 
увеличивать стадию компенсации. 

Известно, что двухстороннее изолированное удаление почек в эксперименте 
сопровождается увеличением эндогенной интоксикации и развитием воспаления 
кишки. Морфологическая картина ярко проявляется, главным образом, в ее сли
зистой оболочке. Эти изменения ведут к расстройству функций органа: двига
тельной, всасывательной, выделительной, секреторно-пищеварительной. При 
микроскопическом исследовании срезов тонкой кишки во второй группе живот
ных подтверждается кровенаполнение, отек слизистой оболочки, отслаивание 
эпителиального покрова, регистрируются поверхностные некрозы слизистой 
оболочки, обнаруживается увеличение числа клеток бокаловидного эпителия, 



содержащих большое количество слизи. Повреждение слизистой оболочки 
соответствует высокому уровню мочевины в кишечном содержимом и высо
кой концентрации углекислого аммония - прямых ингредиентов, вызываю
щих раздражение и некроз [73]. При нарастании процесса эндогенной инток
сикации воспаление может не ограничиваться слизистой оболочкой, нередко 
в подслизистом слое виден отек, расширенные и переполненные кровью сосу
ды, околососудистые лимфо-лейкоцитарные инфильтраты, лимфоидные 
фолликулы. В мышечных слоях наблюдается воспалительный отек, гипер
плазия миоцитов и инфильтрация мелкими клетками лимфоидного типа, реже 
лейкоцитами. Воспалительный процесс может иногда распространяться до се
розной оболочки [74]. Развивается клиника катарального острого энтероко
лита. При сравнительном анализе морфологических срезов тонкого и толсто
го отделов кишки в группе, получавшей гелевый хитозан, отмечается сохра
нение слизистой оболочки, выражающееся в наличии зон регенерации клеток 
эпителия слизистой оболочки, снижение количества бокаловидных клеток. В 
подслизистом слое сохраняется умеренно выраженный отек и преобладающее 
количество эозинофилов над лейкоцитами. 

Таким образом, основной механизм детоксикации хитозана проявляется, с од
ной стороны, в адгезии полимера к слизистой оболочке и образовании надежно
го барьера профузной проницаемости кишечной стенки при ее остром воспале
нии, с другой - в активной абсорбции из сосудистого русла и кишечного химуса 
токсических метаболитов. Длительное надежное пристеночное дренирование ки
шечной стенки является определяющим в характере воспалительной реакции. В 
результате таких воздействий кишечная стенка выполняет роль избирательной 
полупроницаемой мембраны, обеспечивающей продолжительную компенсацию 
нарушенного метаболизма. 

ДЕСТРУКТИВНАЯ ФОРМА ВОСПАЛЕНИЯ 
ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

Тяжесть состояния и значительное число неблагоприятных исходов при де
структивных формах острого панкреатита в значительной степени связаны с 
развитием эндогенной интоксикации, обусловленной ферментной токсемией, 
продуктами тканевого распада поджелудочной железы и окружающей клетчат
ки, биологическими веществами различной природы [75, 76]. В последние годы 
для борьбы с токсемией при остром панкреатите начали успешно применять 
сорбционные методы детоксикации. Использование метода экстракорпораль
ной гемосорбции позволило снизить летальность [77]. В этой связи основными 
принципами современной интенсивной терапии являются воздействия, направ
ленные на снижение функциональной активности поджелудочной железы и 
коррекцию нарушений газообмена и гемодинамики, а также выведение агрес
сивных метаболитов. Проведение сеансов экстракорпоральной гемосорбции 
снижает уровень эндогенной интоксикации, стимулирует гемопоэз, иммунную 
систему, улучшает микроциркуляцию [78]. Однако известные недостатки этого 
метода ограничивают его широкое применение. Сорбционный эффект гемо-
карбоперфузии не может использоваться постоянно. В связи с этим заслужива
ет внимание метод энтеросорбции. 

Длительное применение энтеросорбентов пролонгирует детоксикационный 
эффект. Предварительная оценка эффективности энтеросорбции при остром 
панкреатите в опытах на животных была получена рядом авторов при использо
вании четырех сорбентов: ваулена, хитина, энтеродеза и полифепана. Сеансы эн-



теросорбции продемонстрировали положительное терапевтическое действие. 
Ваулен и полифепан снижали активность липазы, хитин и энтеродез приводили к 
уменьшению в крови молекул дезинтегрированных структур (молекул средней 
массы), обладающих токсическими свойствами [57]. Ваулен имеет большую по
ристость и сорбционную емкость для широкого спектра веществ с различной мо
лекулярной массой [79]. В этой связи объяснимы попытки сорбции полипепти
дов, включая ферменты, и других компонентов кишечного содержимого. 

Ранее в экспериментальных и клинических исследованиях было показано, 
что в содержимом двенадцатиперстной кишки при остром панкреатите увели
чивается количество активированных ферментов поджелудочной железы, ком
понентов калликреин-кининовой системы и других биологически активных ве
ществ, обладающих выраженными токсическими свойствами. Они во многом 
обусловливают тяжесть эндогенной интоксикации [80. 81]. Исследованиями ус
тановлено, что количество молекул средней массы в дуоденальном содержимом 
при остром панкреатите превышает их значение по сравнению с исходными 
данными, что является результатом повышения катаболизма белка с образова
нием избыточного количества продуктов белковой деградации. Следовательно, 
содержимое тонкой кишки является источником интоксикации при остром пан
креатите и его следует элиминировать. В опытах in vitro установлено, что энте-
росорбенты снижают концентрацию липазы, амилазы, трипсина, соответствен
но на 5, 15 и 19% для полифепана (соответственно, на 80, 13 и 27% - для вауле-
на) [57]. При тяжелых формах панкреатита и сеансах энтеросорбции основные 
события детоксикации происходят в двенадцатиперстной кишке. 

Известно, что мукоадгезивный эффект хитозана формирует эффект пер
фузии через эпителиальный слой клеток. Если контакт хитозана с эпителиаль
ными клетками происходит непосредственно без прослойки компонента слизи, 
то эффект абсорбции веществ, включая и плохо растворимые субстанции, ста
новится высоким. Слой слизи выполняет барьерную функцию. Степень дезаце-
тилирования и величина молекулярной массы полимера играют существенную 
роль в активности направленного транспорта веществ [82]. Установлено, что 
14С-маннитол и 14С-полиэтиленгликоль усиленно проникают через монослой 
клеток кишечного эпителия в сторону хитозана. Градиент проницаемости в сто
рону гидрохлорида хитозана возрастает в 34 раза, глутамата хитозана - в 25 раз, 
N-триметилхитозан хлорида - в 11 раз. При повышении концентрации полиме
ра проницаемость веществ увеличивается. 

Выявлено, что процесс проницаемости заключается в открытии плотных 
межклеточных контактов, что существенно усиливает околоклеточный транс
порт. Важными факторами является заряд и плотность полимера, структура хи
тозана и его производные. Эти физико-химические свойства определяют эффе
ктивность абсорбции. При повышении степени положительного заряда в поли
мере усиливается проницаемость гидрофильных макромолекул, таких как по
липептиды и белки [83-86]. Использование N-триметилхитозан хлорида с раз
ной степенью деацетилирования (20, 40 и 60%) показало, что полимер с низкой 
степенью деацетилирования является неэффективным абсорбентом и не изме
няет величину околоклеточного транспорта, например, декстрана. Повышение 
степени деацетилирования до 40-60% приводит к росту транспорта мембрано-
проникающей флюоресцентной метки (визуализация состояния клеточных 
ядер с помощью красного декстрана ММ 10 кДа) [87]. Усиление транспорта со
провождается открытием плотного контакта клеток кишечного эпителия. Вме
сте с транспортом белков и пептидов в направлении полимера обеспечивается 
перенос веществ, состоящих с пептидами в комплексе. Кроме того, усиление аб-



сорбции гидрофильных веществ через эпителиальный слой кишки зависит от 
рН среды. При рН < 7 в присутствии гидрохлорида или глутамата хитозана ак
тивная трансэпителиальная абсорбция веществ происходит в верхних отделах 
тонкой кишки. При увеличении рН среды интенсивность абсорбции смещается 
в нижний отдел тонкой кишки и толстую кишку [88]. Увеличение степени де-
ацетилирования хитозана до 85-99% еще больше усиливает околоклеточный 
транспорт и эффект абсорбции веществ. В этих условиях высокая абсорбция со
четается с низкой токсичностью [89]. Во всех случаях увеличение концентрации 
полимера в тонкой кишке приводит к повышению проницаемости эпителия 
[90]. Кроме того, установлено, что 1% гель N-триметилхитозанхлорида при вве
дении в двенадцатиперстную кишку существенно повышает биодоступность 
пептидов в кишечном тракте крыс Wisrar. 

Проницаемость пептидов зависит от модификации полимера, например, от 
степени триметилирования. Введение пептида в кишку вместе с хитозаном уве-
личивает его проницаемость с 0,8 до 6-13% [91]. Это может иметь важное зна
чение в механизмах детоксикации, когда в свободной брюшной полости при 
развитии деструктивных форм панкреатита скапливается достаточно большая 
масса агрессивных ферментов и остатков белковых молекул. При этом обрат
ный транспорт пептидов через эпителиальный покров слизистой оболочки 
кишки в сторону заряженного хитозана будет сопровождаться перераспределе
нием и связыванием токсического материала. Кроме того, рост биодоступности 
пептидов в комплексе с хитозаном, например, активированных ферментов мо
жет проявляться по отношению к своим субстратам, а это будет приводить к па
дению уровня их активности, что весьма важно при состоянии функционально
го застоя пищевых масс в просвете двенадцатиперстной кишки, сопровождаю
щего деструктивное воспаление поджелудочной железы. 

В публикациях отсутствуют работы, демонстрирующие сорбционные свой
ства низкомолекулярного хитозана в двенадцатиперстной кишке при деструк
тивных формах воспаления поджелудочной железы. Поэтому были проведены 
серии опытов in vitro, в которых оценена динамика активности ферментов дуо
денального содержимого при контакте с 2% коллоидным хитозаном с ММ 
10 кДа и СД = 95% (препарат "Амидан", НИИ ФХМ МЗ РФ). Результаты ис
следований представлены в табл. 10. 

Стендовая сорбция контрольной матрицей выявляет уровни активности 
амилазы, слабо превышающие исходную. Это указывает на неспецифичность 
сорбции и деэкранирование молекул этого фермента в реакции с субстратом 
(обнажение активных центров). Сорбция липазы и трипсина не происходит. Ин
кубирование химуса тонкой кишки с хитозановым гелем приводит к иммобили
зации всех ферментов поджелудочной железы на полимере. Существенное зна
чение имеет доля полимера в кишечном химусе. Максимально эффективная 
сорбция регистрируется при соотношении химуса и хитозана 1:1. 

Таким образом, использование препарата "Амидан" в сеансах энтеросорб-
ции при деструктивных формах панкреатита сопровождается существенным из
влечением активных ферментов из двенадцатиперстной кишки. Скорость и 
уровень извлечения метаболитов зависят от концентрации и объема полимера. 

В клинической практике введение гелевой формы хитозана (СД = 75%, 
ММ 180-200 кДа) через дуоденальный зонд пациентам с тяжелыми формами 

воспаления поджелудочной железы и компенсированным застоем в кишке при
водит к ликвидации дуоденостаза, а у больных с субкомпенсированным и деком-
пенсированным дуоденальным стазом хитозан снижает давление в кишке на 
80 ± 5,7 мм вод. ст. Снижение степени застоя в двенадцатиперстной кишке при 



Таблица 10. Стендовая сорбция препаратом 'Амидан" содержимого 
двенадцатиперстной кишки 

тяжелом воспалительном процессе имеет первостепенное значение в прогрес-
сировании заболевания. Больные с некупированным декомпенсированным дуо-
деностазом имеют высокий риск перехода отечных форм панкреатита в пан-
креонекроз. 

Введение гелевого хитозана в двенадцатиперстную кишку можно включать 
в комплексную терапию у больных с острым панкреатитом для ликвидации или 
коррекции дуоденостаза как одного из патогенетических факторов развития 
острого панкреатита. 

Развитие научного направления, посвященного роли хитозановых продук
тов в регулировании и ликвидации гнойно-воспалительных заболеваний орга
нов и тканей брюшной полости, является актуальным и обнадеживающим. Бы
стрый и положительный эффект, возникающий при внесении хитозановых ге
лей на слизистые оболочки желудочно-кишечного тракта при тяжелых состоя
ниях, сопровождающихся формированием шоковых органов и тканей, служит 
прочным основанием для широкого изучения и применения производных этого 
полимера в хирургической и терапевтической медицинской практике. 
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ОТНОШЕНИЕ АКТИВНОСТЬ-СТРУКТУРА 
В ПОЯВЛЕНИИ АНТИКОАГУЛЯНТНОЙ АКТИВНОСТИ 

ГЛИКОЗАМИНОГЛИКАНОВ 

На протяжении нескольких десятилетий в клинической практике для профи
лактики и лечения тромботических состояний используется гепарин [1]. Однако 
в связи с развитием побочных эффектов в результате применения гепарина, про
водится поиск альтернативных антикоагулянтов прямого действия, замедляющих 
свертывание крови и препятствующих возникновению тромбов. Наличие полиса
харидов в тканях животных и растений, их низкая токсичность позволяют рассма
тривать именно данный класс биополимеров как наиболее перспективный для 
разработки лекарственных средств с антикоагулянтной активностью. 

Исходными веществами для синтеза гепариноидов служат такие резервные 
или структурные полисахариды, как декстраны, альгиновая кислота, пектин, 
целлюлоза, крахмал [2], гликоген фукан [3, 4]. С такой же целью используют 
гликозаминогликаны (ГАГ) - полисахариды, соединительной ткани, содержа
щие глюкозамин или галактозамин и отрицательно заряженные карбоксиль
ные и сульфатные группы. Представители шести основных классов ГАГ (гиа-
луроновая кислота [5-7], хондроитин-4-сульфат - хондроитинсульфат А [8-10], 
хондроитин-6-сульфат - хондроитинсульфат С [8, 9], дерматансульфат [6, 9, 11, 
12] - хондроитинсульфат В, кератансульфаты I и И, гепарансульфат [6, 8, 13] и 
гепарин [9]) интенсивно применяются в разработках аналогов гепарина. Кроме 
того, активно исследуются антикоагулянтные свойства синтетических полиса
харидов - сульфатов пентозана [4, 5], бензиламида карбоксиметилдекстрана [9, 
16-18], поли-(глюкозилоксиэтил метакрилата) [19]. Сульфатированные полиса
хариды, как природного, так и синтетического происхождения, обладают, как 
правило, широким спектром биологического действия, и проявляют наряду с 
антикоагулянтными, также антиромботические, противоязвенные, иммуноде-
прессивные и стимулирующие липолиз свойства. 

Необходимым этапом в создании новых лекарственных средств является ис
следование взаимосвязи фармакологической активности и химической структу
ры. Известно, что важную роль в возникновении антикоагулянтной и антитром-
ботической активностей играют молекулярная масса полимера и количество 
серы, приходящиеся на моно- или дисахаридную единицу. Способность гепари
на ингибировать некоторые сериновые протеазы ферментативного каскада си
стемы свертывающей кровь осуществляется за счет плазменных ингибиторов, 
относящихся к классу серпинов (антитромбина III и кофактора II гепарина) и 
тесно коррелирует с молекулярным весом полисахарида [20-22]. 

Изменяя условия реакции сульфатирования можно получить полисахариды 
с различной степенью сульфатирования [23, 24, 1, 3]. С изменением степени 
сульфатирования и молекулярной массы у них появляются новые свойства. Так 
низкомолекулярный сульфат дерматана (Desmin 370) способен лизировать 
тромбы [6] за счет деградации ассоциированного в тромб фибрина. 
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Производные гиалуроновой кислоты (HyalS), по-разному сульфатирован-
ные и с различной молекулярной массой демонстрируют различия в ингибиро-
вании некоторых сериновых протеаз свертывающей системы крови [11, 25]. 
Активность антикоагулянта HyalS, тесно коррелирует со степенью сульфатиро-
вания макромолекулы и увеличивается с увеличением числа групп сульфатов 
на дисахаридную единицу. Низкомолекулярные образцы с высокой степенью 
сульфатирования ингибируют тромбин непосредственно аспецифическим взаи
модействием и через кофактор II гепарина. Образцы с наибольшей молекуляр
ной массой электростатически взаимодействуют с кофактором II гепарина. 
Увеличение ингибирования тромбина кофактором II гепарина в присутствии 
сульфатированных глизаминогликанов зависит от плотности заряда [17, 26-29]. 
Инактивация фактора Ха осуществляется комплексом гиалуроновой кислоты с 
антитромбином III. 

Сульфатированные гиалуроновые кислоты [30-32] приобретают новую 
биологическую активность (ингибирование агрегации тромбоцитов, антикоагу-
лянтный эффект, увеличение скорости роста эндотелиальных клеток) отлич
ную от нативной молекулы [31, 33]. Кроме того, вследствие сульфатирования 
появляется стабильность молекулы гиалуроновой кислоты, которая ведет к 
увеличению периода полураспада [33]. 

Протеогликаны и гепарин в том числе, играют важную роль в ангиогенезе 
и васкуляризации, являясь низкоаффинными рецепторами для индукторов ан-
гиогенеза, таких как основной фактор роста фибробластов, фактор-А роста со
судистого эндотелия и бета фактор роста трансформации [34-37] и модулятора
ми адгезии и миграции эндотелиальных клеток [38, 39]. Известно, что помимо 
сульфатирования к усилению антикоагулянтной активности некоторых полиса
харидов приводит комплексование с медью. Некоторые авторы утверждают, 
что во взаимодействие с Си (II) вовлечены N-сульфат, О-сульфат, и карбоксиль
ные группы [40, 41], другие установили участие только карбоксильных и аце
тильных групп во взаимодействии с Си (II) [30]. В присутствии низкомолекуляр
ных Сахаров клеточно-модуляционная активность гепарина зависит, прежде 
всего, от минимума внутримолекулярной плотности смежных анионных групп 
[42]. Все эти активности ассоциировались с образованием мультиионного ком
плекса между скоплениями анионных и катионных сайтов на комплексирую-
щих молекулах. 

Увеличение числа сульфатных групп, приходящихся на дисахаридную еди
ницу, ведет к увеличению гепариноподобной активности различных ГАГ, даже 
если нет достаточных данных о положении этих групп в полисахаридной цепи; 
увеличение молекулярного веса отражается в росте способности непосредст
венно инактивировать сериновые протеазы [32]. 

С биохимической точки зрения антикоагулянтная эффективность ГАГ со
пряжена с: 1) катализом ингибирования тромбина в плазме; 2) ингибированием 
генерации тромбина в контакт - активированной плазме; 3) способностью не
которых из них ингибировать активацию протромбина в контакт - активиро
ванной плазме; 4) способностью некоторых из них катализировать ингибирова
ние фактора Ха в плазме [43-45]. Так нефракционированный гепарин, низкомо
лекулярные гепарины и сульфат гепарана осуществляют ингибирование актив
ности тромбина (антикоагулянтный эффект) за счет плазменного ингибитора 
сериновых протеаз антитромбина III, а сульфат дерматана и полисульфат пен-
тозана - за счет кофактора II гепарина [46]. Эффективность ингибирования 
тромбина связана со способностью ингибировать активацию протромбина. Фи
зиологическим активатором протромбина является протромбиновый комплекс, 



которому предшествует пре-протромбиновый комплекс (фактор V вместо фак
тора Va). Таким образом ингибирование активации фактора X, фактора V или 
Са+2-зависимого взаимодействия протромбина, фактора Ха, фактора Va с отри
цательно заряженным фосфолипидом может в результате привести к ингиби-
рованию активации протромбина [47]. Низкомолекулярные гепарины, молеку
лы которых состоят на 25-50% из менее чем 18 сахаридных остатков, не способ
ны связывать одновременно тромбин и антитромбин III, поэтому в меньшей 
степени ускоряют инактивацию тромбина в сравнении с ингибированием акти
вированного фактора X [44, 46]. Основным структурным элементом, необходи
мым для проявления антикоагулянтной и антитромботической (ингибирование 
появления тромба) активностей нефракционированного гепарина является пен-
тасахарид, присутствующий и в некоторых низкомолекулярных гепаринах. Оп
ределяющим фактором для проявления антикоагулянтной и антитромботиче
ской активностей является степень сульфатирования. Причины, по которым 
высокосульфатированные нефракционированные гепарины с низким сродст
вом к антитромбину III и полисульфат пентозана способны ингибировать акти
вацию протромбина в нормальной плазме, заключены в связи с кофактором II 
гепарина и в ингибировании активации фактора V независимо от катализа ин-
гибирования тромбина [47]. Сульфаты гепарана и дерматана, имеющие степень 
сульфатирования в два раза меньшую, чем низкомолекулярные гепарины и по
лисульфат пентозана, в меньшей степени способны ингибировать активацию 
протромбина и катализировать ингибирование тромбина в плазме [45]. Таким 
образом, очевидна необходимость наличия у антитромботического средства ан-
титромбиновой активности и активности против активированного фактора X. 

СВЯЗЬ СТРУКТУРЫ 
СУЛЬФАТИРОВАННЫХ ПРОИЗВОДНЫХ ХИТОЗАНА 

С АНТИКОАГУЛЯНТНОЙ АКТИВНОСТЬЮ 

Действие гепарина на систему свертывания крови моделируется практиче
ски любыми сульфированными полисахаридами, в том числе и производными 
хитозана [48, 49]. Хитозан - гликозаминогликан, легко получаемый деацетили-
рованием хитина. Хитин является основным компонентом экзоскелета ракооб
разных. Сульфат хитозана (СХ) получают с помощью сулфатирования, напри
мер, хлорсульфоновой кислотой. Сульфат хитозана - гетерогенная смесь, со
стоящая из молекул с массой 1,5 x 103 - 3,0 x 105 Да и различной степенью суль
фатирования. Хитозан - широко известный полисахарид с многочисленными и 
крайне важными биологическими свойствами: он улучшает заживления ран за 
счет ускорения пролиферации фибробластов, участвует в восстановлении хря
ща и кожи, является транспортным средством для доставки лекарств, в связи с 
биосовместимостью и всасыванием [50-78]. 

В наших исследованиях использованы образцы сульфата хитозана, полу
ченные на кафедре технологии химических волокон Московского Государст
венного Текстильного Университета. Его некоторые структурные характери
стики представлены в табл. 1. С целью разработки синтетического замените
ля гепарина нами изучено противосвертывающее действие образцов СХ с ММ 
20-123 кДа, степенью полимеризации 70-400 и степерью сульфатирования 
0,62-1,86. 

Антитромбиновую (alla) активность образцов полисульфата хитозана, ге
парина и хиторина в системе in vitro оценивали по методу [78], основанному на 
способности прямых антикоагулянтов угнетать свертываемость рекальцифици-



Таблица 1. Структурные характеристики образцов сульфата хитозана 

Таблица 2. Антитромбиновая активность образцов сульфата хитозана 
по Фармакопейной статье 

рованной плазмы овец, а также с помощью широко используемых с подобной 
целью коагулометрических тестов: активированное частичное тромбопласти-
новое время [79, 80], в котором определение alia основано на способности пря
мых антикоагулянтов тормозить скорость образования факторов внутреннего 
пути свертывания; тромбиновое время [81], в котором определение alia основа
но на инактивации тромбина антитромбином-Ш в присутствии прямых антико
агулянтов. При определении alia активности прямых антикоагулянтов с хромо-
генным субстратом на тромбин S-2288 [82], оптическую плотность растворов 
определяли на спектрофотометре при X = 405 нм. Результаты калибровали по 
Международному стандарту гепарина. Определение антитромбиновой активно
сти образцов СХ по Фармакопейной статье продемонстрировало (табл. 2), 
что наибольшей alia активностью от 35 до 40 ед/мг обладают образцы под но
мерами 6, 9, 12. 

Антитромбиновую активность образцов в системе in vivo рассчитывали на 
базе кривых выведения антикоагулянтов после внутривенного введения кроли
кам. В основу методики положено математическое описание действия гепари
на, предложенное ранее [83, 84]. При этом исходили из того, что кинетика эли-



минации образцов СХ при внутривенном введении нелинейна, подобно наблю
даемой у гепарина: 

где Сt - концентрация СХ в момент времени t; С0 - концентрация СХ в момент 
введения; Кel - константа элиминации. 

Второе допущение, предполагавшее экспериментальную проверку, состояло 
в линейном приближении зависимости антикоагулянтного эффекта от дозы СХ 

где Т - время образования сгустка в присутствии СХ; Ть - время образования 
сгустка в отсутствии СХ (до введения СХ); Кt - коэффициент пропорциональ
ности. 

Значение Т оценивали в двух коагулотестах: активированного частичного 
тромбопластинового времени (АЧТВ) и времени свертывания крови (ВСК) 
[85]. Подставляя (2) в (1), получаем: 

или в логарифмической форме 

где Т0 - значение Т при С = С0. Здесь (3) - уравнение прямолинейной регрессии, 
где Кel - коэффициент регрессии, а ln(T0-Tb) - свободный член. Обе констан
ты рассчитывались стандартными статистическими методами по програм
ме регрессионного анализа. Время полувыведения образцов рассчитыва
ли как 

Время действия 

где а - заданное отношение T/Tb, характеризующее порог терапевтически зна
чимой пролонгации Tb. 

При а = 2 

Суммарный антикоагулянтный эффект (5) - площадь под фармакодинамиче-
ской кривой может быть рассчитана по формуле: 

Величина вводимой дозы СХ связана с концентрацией антикоагулянта в плазме 
(С) через объем распределения препарата. Чтобы исключить из расчетов дан
ный параметр, всюду, где речь шла о концентрации, подразумевали дозу. По
добная замена переменных отражалась только на Кt (см. (2)) 

где D - вводимая доза; М - молекулярная масса образца СХ; Vd - объем распре
деления. 

Здесь Кt характеризует крутизну наклона спрямленного графика зависимо
сти реакции Т от дозы, которая зависит от чувствительности свертывающей си-



Таблица 3. Фармакокинетические параметры образцов СХ в тесте ВСК 

стемы к антикоагулянтному воздействию и удельной активности препарата 

где К - константа пропорциональности, имеющая размерность мин2/мг2, харак
теризующая чувствительность свертывающей системы крови; А2 - антитромби-
новая активность (ед/мг). 

Удельную антитромбиновую активность испытуемого образца СХ выража
ли по отношению к рабочему стандарту СХ, прокалиброванному в единицах ак
тивности Международного стандарта гепарина. Предполагая чувствительность 
свертывающей системы к сравниваемым препаратам одинаковой, расчет анти-
тромбиновой активности одного образца относительно другого сводится к вы
числению отношения значений К,. 

где А, - значение удельной антитромбиновой активности образцов СХ по Фар
макопейной статье; Т0, - время образования сгустка в момент введения образца; 
T0s - время образования сгустка в момент введения стандарта; D, - доза образ
ца; Ds - доза стандарта. 

Оценивали антитромбиновую активность образцов СХ в системе in vivo. 
При внутривенном введении кроликам отмечается несовпадение величин спе
цифической активности (табл. 3). Так, если образцы 6 и 12 сохранили свое "пер
венство" в антитромбиновой активности, то образец 9 продемонстрировал alia 
активность равную всего 13 ед/мг. Подобное может найти объяснение в том, 
что чувствительность плазмы овец и кроликов для последнего образца отлича
ется от таковой для двух других образцов. Это связано с отличиями в структур-



Таблица 4, Сравнение констант выведения образцов СХ 
при внутривенном введении в биоспецифичном электрофорезе (I) 

и с помощью линейной фармакокинетической модели (II) 
(m±Sx; n = 7) 

Таблица 5. Изменение числа тромбоцитов в плазме кроликов 
при внутривенном введении образцов СХ 

Примечание. Число тромбоцитов при внутривенном введении контрольным кроликам 0,9% 
раствора NaCL составило 735 ± 23 ( х 109/л); в каждой группе анализировалась плазма от семи 
кроликов; * - р < 0,01 - достоверность различий между контрольными и опытными группами 
животных; данные без звездочек недостоверно различаются с контрольной группой. 

ной формуле исследуемых веществ, а точнее, с различной степенью полимери
зации образцов и различной степенью сульфатирования. 

Для подтверждения адекватности определения антитромбиновой активно
сти в системе in vivo провели сравнительный анализ фармакокинетических па
раметров, полученных на основании математической модели и измеренных с 
помощью определения концентрации актикоагулянтов в биоспецифичном 
электрофорезе [85, 86] с хлоридом цетилпиридиния (табл. 4). Коэффициенты 
корреляции для периодов полувыведения соответствовали в среднем 0,98 при 
вероятности < 0,001, а для констант элиминации - 0,97 при р > 0,001. Подобное 
свидетельствует о высокой достоверности результатов, полученных с помощью 
линейной фармакокинетической модели, а следовательно, достоверно и сниже
ние антитромбиновой активности образца 9 в системе in vivo. 

Необходимо отметить отсутствие значимых воздействий на изменение чис
ла тромбоцитов для внутривенном введении самых активных образцов СХ 
(табл. 5). 



Таблица 6. Протаминейтрализуемая емкость образцов СХ 

Таблица 7. Изменение числа тромбоцитов под действием длительного 
внутривенного введения обраца СХ 

Турбидиметрическое титрование [86, 87] образцов СХ сульфатом протами-
на ("Spark") проводили как на автоматическом титрографе, сконструированном 
на базе цейсовского спектроколориметра Spekol-Ю, так и при коагулометриче-
ском титровании протамина в плазме [88]. Обращает на себя внимание тесная 
обратная корреляция констант элиминации исследуемых образцов с протамин-
нейтрализуемой емкостью (rвск - -0,83; rАЧТВ = -0,83), выражаемой отношени
ем весовых частей сульфата протамина как при комплексометрическом титро
вании, так и при коагулометрическом (табл. 6). 

Изменение числа тромбоцитов при длительном (в течение 10 дней) внутри
венном введении образца СХ 9 представлено в табл. 7. Достоверных различий с 
контрольной группой не обнаружено, так же как и между группами животных, 
получавшими разные дозы образца СХ. 

При оценке агрегации тромбоцитов, индуцированной АДФ, в пробах плаз
мы кроликов при внутривенном введении образца СХ9 и менее активного, вы-
сокомолкулярного образца 14, отмечается достоверное отличие агрегации кле
ток в пробах с образцом 14 в дозе 15 мг/кг от контрольных на пятой минуте по
сле введения (табл. 8). 

Полученные данные свидетельствуют о том, что антитромбиновая актив
ность образцов СХ зависит от степени полимеризации и степени сульфатирова-



Таблица 8. Изменение агрегации тромбоцитов под действием АДФ в пробах плазмы 
при внутривенном введении образцов СХ 

ния. Наиболее активные и длительно действующие продукты имели степень 
сульфатирования не ниже 1,6 и степень полимеризации порядка 180-240. Эти 
параметры следует принять за оптимум, к которому необходимо стремиться 
при разработке технологии получения гепарин-аналогов на основе сульфата хи
тозана. Для снижения воздействия на тромбоциты необходимо использовать об
разцы СХ с небольшой молекулярной массой. Способность сульфата протами-
на нейтрализовать антитромбиновую активность образцов СХ в соотношении 
приблизительно 1:1 важна для проведения анализов, в которых необходима ней
трализация эффекта, и для возможности использования его как "антидота". 

НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ МЕХАНИЗМА 
АНТИКОАГУЛЯНТНОГО ДЕЙСТВИЯ СУЛЬФАТА ХИТОЗАНА 

На образце сульфата хитозана СХ со степенью полимеризации 256, степе
нью сульфатирования 1,25 и антитромбиновой активностю 20 ед/мг, относи
тельно Международного стандарта нефракционированного гепарина, изуча
лись некоторые аспекты механизма антикоагулянтного действия. 

Установлено дозозависимое удлинение времени свертывания плазмы в тес
те активированного частичного тромбопластинового времени (тест позволяет 
оценить влияние исследуемого вещества на внутренний путь каскада сериновых 
протеаз свертывающей системы крови, в котором активация свертывания начи
нается с активации фактора XII) под действием СХ. 

В тесте протромбинового времени (оценка влияния на внешний путь свер
тывающей системы, в котором активация свертывания начинается с тканевого 
тромбопластина) ингибирующая активность СХ в 40 раз меньше, чем у нефрак
ционированного гепарина и составляет 2 ед/мг. 

Известно, что антикоагулянтное действие гепарина связано с его способно
стью катализировать инактивацию протеаз системы гемостаза посредством 
белковых ингибиторов плазмы. Исходя из определенного сходства структурной 
организации и специфического действия, оказываемого гепарином и СХ на ина
ктивацию свертывания крови по внутреннему и внешнему путям, исследовали 
влияние последнего на антитромбиновую активность плазмы. Показано, что 



СХ в концентрации 0,2 ед/мг катализирует инактивацию свертывающей актив
ности плазмы плазменными ингибиторами с константой ингибирования псевдо
первого порядка 0,24 мин-1. В присутствии гепарина в концентрации 0,08 ед/мл 
константа ингибирования свертывающей активности плазмы плазменными ин
гибиторами составила 0,22 мин-1. Для достижения одинаковой скорости инакти
вации свертывающей активности плазмы плазменными ингибиторами в присут
ствии гепарина и СХ, последнего требовалось в 2,5 раза больше [88, 89]. 

Поскольку антикоагулянтные эффекты гепарина реализуются посредством 
взаимодейстия с плазменными ингибиторами сериновых протеиназ системы ге
мостаза - антитромбином III и кофактором II гепарина, анализировали влияние 
СХ на ингибиторов по отношению к тромбину. Для исследования потребова
лось выделить и очистить кофактор II гепарина [89-92] из плазмы человека. 
Чистоту и гомогенность выделенного вещества контролировали с помощью 
вертикального электрофореза в полиакриламидном геле с добавлением доде-
цилсульфата натрия, его молекулярная масса составила 65 кДа. В качестве ан
титромбина III использовался коммерческий образец фирмы "Sigma". СХ, по
добно гепарину, ускоряя инактивацию тромбина антитромбином III и кофакто
ром II гепарина в реакциях с фибриногеном (белок, превращающийся под дей
ствием тромбина в фибрин, что приводит к появлению сгустка). 

Реакциями псевдопервого порядка являются реакции второго порядка, в ко
торых концентрация одного из реагентов столь высока, что остается практиче
ски постоянной на протяжении всей реакции. Константы ингибирования псев-
до-первого порядка свертывающей активности тромбина антитромбином III 
[93] в присутствии гепарина (0,03 ед/мл) или СХ (0,032 ед/мл) сопоставимы и 
равны 0,43 мин-' и 0,46 мин-', соответственно. Следовательно, СХ обладает ан-
титромбиновой активностью (alla) 50-55 ед/мг. Константы ингибирования свер
тывающей активности тромбина кофактором II гепарина [94] в присутствими 
гепарина (2 ед/мл) или СХ (2 ед/мл) составили 0,31 мин-1 и 0,28 мин-1, соответ
ственно. Способность СХ ускорять инактивацию тромбина кофактором II гепа
рина сопоставима с таковой у гепарина. Для достижения 50% ингибирования 
свертывающей активности тромбина кофактором II гепарина в присутствии СХ 
последнего требовалось примерно в 100 раз больше, чем для блокирования ак
тивности фермента антитромбином III. 

СХ дозозависимо снижает не только каталитическую активность тромбина 
по отношению к основному субстрату - фибриногену, но и влияет на амидазную 
активность тромбина (способность тромбина расщеплять синтетический хромо-
генный субстрат, с отделением р-нитроанилида и развитием желтой окраски). С 
ростом концентрации антикоагулянта амидазная активность тромбина 
(0,15 NIH ед/мл пробы) падает на треть. 

С помощью гель-фильтрации в колонке с Тойо-Перл HW-55 [90] показано об
разование комплексов между СХ и антитромбином III в эквимолярном соотноше
нии составляющих: 4,89 x 10-6 М для антитромбина III и 5,10 x 10-6 М для СХ [91, 92]. 

Влияние СХ на кинетику взаимодействия между тромбином [95] (0,12 NIH 
ед/мл, Boehringer Mannheim) и синтетическим хромогенным субстратом 
(0,17 x 10-4, ..., 1,25 x 10-4 М/мл пробы, М.М. 663) в присутствии антитромбина III 
изучали по изменению скорости реакции на основании освобождения р-нитро
анилида субстрата при длине волны 405 нм. В зависимости от концентрации 
субстрата меняется скорость реакции, которую рассчитывали на основании ко
эффициента молярной экстинкции продукта Ет = 10 600 л • моль-1 • см-1. Для 
определения константы Михаэлиса и максимальной скорости реакции строили 
график Лайнуивера-Берка в обратных координатах концентрации субстрата и 



скорости реакции. Анализ полученных данных демонстрирует торможение ско
рости реакции между тромбином и синтетическим субстратом в присутствии ан
титромбина III, при добавлении гепарина (0,001 ед/мл) или СХ (0,3 ед/мл). Для 
достижения одинакового эффекта СХ требуется в три раза больше, при любой 
концентрации субстрата. 

Исследовали влияние образцов сульфата хитозана на кинетику ингибирова-
ния тромбина человека антитромбином III в условиях реакции псевдо-первого 
порядка. Три образца СХ (3, 9, 12) имели разные степени полимеризации (156, 
256, 245, соответственно), сульфатирования (1,23, 1,25, 1,66 соответственно) и 
разные антитромбиновые активности (13 ед/мг, 13 ед/мг, 52 ед/мг), измеренные 
в системе in vivo. Максимумы констант второго порядка в реакции между тром
бином и антитромбином III в присутствии образцов 3 и 9 составили 
1,1 x 109 М-1 мин-1, для 12-2,2 x 109 М-1мин-1 в сравнении с гепарином -
2,3 x 109 М-1мин-1. Однако максимум катализа достигался при концентрациях 3 
и 9 - 1,300 мкМ, 12 - 0,200 мкМ и для гепарина - 0,024 мкМ. Используя случайную би-
реактантную модель взаимодействия исследовали сродство образцов СХ и гепа
рина к протеазе и ингибитору. Константы диссоциации с тромбином для образ
цов СХ (3 и 9-175 нМ, 12-71 нМ) были выше, чем для гепарина (16 нМ). Кон
станты диссоциации с антитромбином III для образцов СХ 3 и 9 составили 
100 нМ, для 12 и гепарина - 93 нМ и 87 нМ, соответственно. Таким образом, в 
механизме антикоагулянтного действия образцов СХ ведущую роль играет 
сродство с антитромбином III. Чем больше сродство с данным ингибитором, тем 
выше специфическая антикоагулянтная активность образца СХ. 

Образцы сульфата хитозана, в зависимости от молекулярной массы и сте
пени сульфатирования обнаруживали антитромбиновую активность 7-42 ед/мг. 
Константы диссоциации между антитромбином III и тромбином в присутствии 
наиболее активных образцов СХ составили 16-190 нМ и не коррелировали с 
alla, измеренной в системе in vitro по Фармакопейной статье. Отмечено наличие 
катализа ингибирования тромбина через кофактор II гепарина в системе in vitro 
при больших концентрациях гликозаминогликана. При использовании модели 
венозного стаза у крыс (с активацией внутреннего пути свертывания) наблюда
лась антитромбическая активность образцов СХ. При внутривенном введении 
исследуемых веществ в единицах антитромбиновой активности, геморрагиче
ский эффект был ниже, в сравнении со стандратным нефракционированным ге
парином, что может объясняться незначительным тромбоцитопеническим эф
фектом и низким агрегационным воздействием на тромбоциты при активации 
аденозиндифосфорной кислотой. В настоящее время закончены доклинические 
испытания антитромботического средства на основе смеси нефракционирован-
ного гепарина и одного из образцов сульфата хитозана. 
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Как известно, хитозан является водорастворимым биосовместимым и био-
деградируемым полимером. Сочетание в хитозане этих свойств привлекает к 
нему и некоторым его производным внимание ученых, работающих в области 
биоинкапсулирования. Под биоинкапсулированием понимают создание различ
ных полимерных систем в форме гидрогелевых нано- и микрочастиц, нано- и 
микрокапсул или полимерных пленок с иммобилизованным (включенным в 
них) биоматериалом. Биоматериал может быть представлен различными био
логически активными веществами (белками, в том числе ферментами, ДНК, 
пептидами, низкомолекулярными гормонами, антибиотиками и др.), а также 
живыми клетками (микроорганизмами, растительными или животными). 

Рассмотрим несколько направлений биотехнологии и биомедицины, в кото
рых хитозан (и/или его производные) используются в качестве единственного 
компонента или в сочетании с другими полимерами для создания полимерных 
матриц с иммобилизованным в них биоматериалом. Отметим наиболее инте
ресные и перспективные в ближайшем будущем, на наш взгляд, области приме
нения хитозана и его производных для биоинкапсулирования. 

1. Создание полимерных покрытий с иммобилизованными в них различны
ми терапевтическими агентами (ферментами, пептидами, антибиотиками, анти-
оксидантами и др.) для терапии ран. 

2. Доставка лекарств с пролонгированным высвобождением из полимерной 
матрицы. 

3. Получение пероральных и назальных вакцин пролонгированного действия. 
4. Конструирование ДНК-содержащих носителей для получения генетиче

ски модифицированных клеток. 
5. Трансплантация генноинженерных животных клеток-продуцентов тера

певтических агентов (белков, ферментов, факторов роста, гормонов, пептидов 
и др.) в организм для лечения наследственных и ненаследственных болезней. 

СОЗДАНИЕ ПОЛИМЕРНЫХ ПОКРЫТИЙ 
С ИММОБИЛИЗОВАННЫМИ В НИХ ТЕРАПЕВТИЧЕСКИМИ АГЕНТАМИ 

ДЛЯ ТЕРАПИИ РАН 

Разработка новых методов местного лечения ран и ожогов с использовани
ем полимерных покрытий с заданными свойствами - одно из быстро развиваю
щихся направлений биомедицины. 

Известно, что на естественное протекание раневого процесса влияют раз
личные факторы, связанные с характером внешней среды на поверхности ра
ны. Так, окклюзия раневой поверхности (закрытие раны) уменьшает воспали
тельную реакцию и ускоряет биосинтез коллагена [1,2]. 

Для обеспечения надежного лечебного эффекта покрытия должны удовле
творять ряду специальных требований, включающих: минимальную травмати-
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зацию раневой поверхности при наложении и снятии повязки (атравматич-
ность); достаточную сорбционную способность, предотвращающую скопление 
раневого экссудата под покрытием; плотное прилегание к поверхности раны; 
защиту от инфицирования извне; возможность контролируемого освобождения 
лекарственного вещества. 

Все полимерные покрытия с инкапсулированными в них лекарствами долж
ны обеспечивать дозированное и пролонгированное освобождение последних в 
ране. В качестве лекарств обычно используются обезболивающие, антибакте
риальные и гемостатические препараты, антиоксид анты, факторы роста, про-
теолитические ферменты (террилитин, коллитин, трипсин, химотрипсин, про-
теиназа С и др.) [2-4]. 

В настоящее время используется широкий спектр полимерных покрытий 
для лечения ран, в частности тканые и формованные пленки [2], губки [5], пе
ны [6], гидроколлоидные и гидрогелевые покрытия [7]. Для получения послед
них используются различные синтетические, искусственные и природные поли
меры: поливиниловый спирт [4], коллаген [5], желатин [8], целлюлоза и альги-
нат [9, 10], хитозан и карбоксиметилхитин [11, 12]. Основные свойства гидроге-
левых покрытий должны обеспечивать возможность длительного нахождения 
покрытия на ране, существенно снижая ее травматизацию, так как отсутствует 
необходимость частых смен повязки; дренаж раны, степень которого зависит от 
толщины и состава покрытия; высокую герметизирующую способность; надеж
ную защиту от внешней инфекции; возможность стимулирования процесса за
живления, так как покрытия являются подходящей матрицей для миграции, ад
гезии и пролиферации клеток в ране. 

Следует отметить, что покрытия на основе хитиновых соединений занима
ют особое место в этом списке, и первые попытки использования хитинов и хи
тозанов для заживления ран, в том числе ожоговых, были описаны еще в сере
дине 1970-х гг. [13]. Дело в том, что эти соединения, помимо всех перечислен
ных выше свойств, имеют некоторые особо ценные качества. Например, пока
зано, что хитозан обладает антимикробной активностью, активизирует макро
фаги, усиливает пролиферацию фибробластов [14]. 

Для того, чтобы понять, насколько важны эти свойства хитозана, следует 
рассмотреть некоторые биологические процессы, протекающие в ране. 

Известно, что процесс ранозаживления включает три фазы: воспаление, 
пролиферацию и созревание грануляционной ткани [15; 16]. Обычно фаза вос
паления длится около трех дней, стадия пролиферации завершается к седьмо
му - десятому дням после ранения. Фаза воспаления характеризуется присутст
вием большого количества макрофагов и других клеток (нейтрофилов, лимфо
цитов), принимающих участие в остром адаптивном ответе организма в ране. 
Фаза полиферации сопровождается резким увеличением количества пролифе-
рирующих фибробластов, продуцирующих коллаген и другие структурные ком
поненты, участвующие в процессе репарации ткани, а также образованием со
судов (ангиогенезом) в грануляционной ткани. 

Известно также, что ацетилглюкозоамин (структурная единица хитинов) 
может использоваться организмом в качестве предшественника мукополисаха-
ридов, таких как гиалуроновая кислота, кератин, кератинсульфат, хондроитин-
сульфат, муцины и др., которые являются важными компонентами биострук
тур. Так, мукополисахариды типа кератинсульфата входят в состав протеогли-
канового комплекса, который, в свою очередь, образует комплекс с гиалуроно-
вой кислотой и играет важную роль в архитектурном формировании стенки 
кровеносных сосудов. 



Таким образом, предполагается как минимум два механизма, посредством 
которых хитиновые соединения могут вносить свой положительный вклад в про
цесс ранозаживления: иммунный ответ (через стимулирование макрофагов с по
следующим "запуском" цепочки всех биологических событий) и использование 
ацетилглюкозамина в качестве предшественника мукополисахаридов, непосред
ственно участвующих в создании различных биоструктур в организме [17]. 

Таким образом, очевидно, что хитозан и некоторые его производные поми
мо основных перечисленных выше качеств, которыми должны обладать все по
лимерные материалы-кандидаты для использования в терапии ран, имеет неко
торые специфические особенности, которыми эти материалы не обладают, 
что, несомненно, привлекает к нему интерес исследователей. 

Отметим, что полимерные покрытия на основе хитозана и его производных 
успешно разрабатываются в течение последних лет для терапии ран как в Рос
сии, так и за рубежом (например, коммерческий препарат Omiderm). В то же 
время продолжаются исследования с целью улучшения их механических (эла
стичность, прочность) и физико-химических свойств, таких как набухаемость, 
селективность, биоадгезивность и др. Для решения этой задачи используются 
различные подходы. Так в работе [18] предложено использовать для растворе
ния хитозана не уксусную кислоту, как это делается в большинстве технологий 
при получении хитозановых пленок, а молочную кислоту, что существенно 
улучшает как упомянутые выше свойства пленок, так и позволяет избежать не
желательные аллергические реакции (эритема, эдема и др.). В работе [19] авто
рами предлагается использовать для поперечной сшивки хитозана не традици
онный глутаровый альдегид, а природный реагент генипин. Такая сшивка обес
печивает возрастание предела прочности на разрыв. Более интересным подхо
дом для решения этой задачи, на наш взгляд, является получение привитых со
полимеров хитозана с другими сополимерами, например с метакриловыми со
полимерами: акрилонитрилом, акриламидом и диметиламиноэтилметакрилат-
метилсульфатом) [20]. Прочность на разрыв таких пленок возрастает более, 
чем в три раза по сравнению с пленками из чистого хитозана. Показано, что 
термообработка хитозановых пленок также позволяет регулировать их проч
ностные свойства, набухаемость и "транспортные характеристики" (проницае
мость и селективность) [21]. 

Отметим, что часто полимерные покрытия содержат хитозан или его произ
водные в качестве одного из компонентов полиэлектролитного комплекса. В ка
честве другого (противоположно заряженного полимера) предлагаются различ
ные полимеры, например, альгинат [22, 23] или пектин [24], или некоторые дру
гие. Предлагаются также двуслойные покрытия, например, состоящие из верх
него слоя гидрогеля карбоксиметилхитина и нижнего на основе хитозана [12]. 

Хотя благодаря особым свойствам хитозана и его производных как биоло
гически активных соединений, удается ускорить процесс ранозаживления, наи
больший эффект, безусловно, можно достигнуть, если инкапсулировать в такие 
пленки лекарственную "начинку". В качестве последней обычно используются 
обезболивающие, антибактериальные и гемостатические препараты, антиокси-
данты, факторы роста, протеолитические ферменты (террилитин, коллитин, 
трипсин, протеиназа С) [25, 26, 3]. 

Нами предложено в качестве такой "начинки" применять соединения, кото
рые используются самой природой в процессе репарации тканей. Мы инкапсу
лировали в альгинат-хитозановые пленки протеолитический фермент тромбин 
[27] или некоторые пептиды, которые обладают тромбино-подобным действи
ем, в частности агонист тромбинового рецептора TRAP-6) [28]. Известно, что 



тромбин (протеиназа семейства трипсина) регулирует свертывающие и проти-
восвертывающие механизмы, сосудистый тонус. Кроме того, тромбин включа
ется в воспалительную и пролиферативную фазы заживления ран. При этом он 
стимулирует адгезию кровяных пластинок, моноцитов и T-лимфоцитов к эндо-
телиальным клеткам и агрегацию клеток. Тромбин стимулирует также проли
ферацию клеток эндотелия, фибробластов и T-лимфоцитов, действует как хе-
моаттрактант для клеток, принимающих участие в остром адаптивном ответе 
организма в ране, а также для фибробластов [29-32]. Наконец, показано, что 
тромбин стимулирует продукцию коллагена фибробластами и, таким образом, 
ускоряет развитие соединительной ткани [30, 33]. Отметим, что попытки ис
пользовать тромбин и его пептидные фрагменты как факторы роста при зажи
влении ран предпринимались неоднократно, но наталкивались на крайнюю не
стабильность фермента, а следовательно невозможность обеспечить его про
лонгированное действие на ране. Иммобилизация тромбина (пептидов) в гидро-
гелевые пленки может обеспечить решение обеих задач: как стабилизацию, так 
и возможность контролированного пролонгированного освобождения из поли
мерной матрицы. Отметим, что параллельно с хитозан-альгинатными пленка
ми нами исследовались покрытия на основе альгинат-поли-L-лизинового интер
полимерного комплекса, и результаты в случае хитозана были значительно 
лучше, чем при использовании поли-L-лизина [28]. 

В настоящее время известен только один препарат тромбина, используемый 
в качестве гемостатического и ранозаживляющего средства. Это так называе
мый фибриновый клей или сиалант (фирма Immuno, Austria), который предста
вляет собой сгусток, фибрина, образуемый непосредственно на поверхности ра
ны при ее обработке свежеприготовленной смесью растворов фибриногена и 
тромбина [34, 35]. Следует отметить, что препараты фибринового клея имеют 
высокую стоимость, поскольку требуют тщательной очистки, и, видимо, поэто
му не нашли широкого применения в России. В качестве примера разработки 
аналогичного препарата-клея (или мази резорбтивного действия) отечествен
ного производства, можно привести "Адгелон-гель", полученный на основе вяз-
котекучих растворов хитозана с введенной в них "начинкой" сывороточного 
гликопротеина (который авторы никак не называют) и салициловой кислоты (в 
виде салицилата хитозана) [36]. 

ДОСТАВКА ЛЕКАРСТВ 
С ПРОЛОНГИРОВАННЫМ ВЫСВОБОЖДЕНИЕМ 

ИЗ ПОЛИМЕРНОЙ МАТРИЦЫ 

Большинство используемых ныне терапевтических средств, несмотря на 
безусловную эффективность при лечении того или иного заболевания, вызыва
ют нежелательные побочные эффекты. Идеальная лекарственная система 
должна осуществлять точную доставку лекарственного вещества в больной ор
ган и его высвобождение в нужный момент, когда организм в нем нуждается, и 
в минимальном количестве, необходимом для лечения. Создание такой системы 
позволило бы существенно снизить дозы лекарственных веществ и, следова
тельно, избежать их побочных воздействий. 

Наиболее удобный традиционный способ введения лекарств - перораль-
ный - позволяет избежать связанных с инъекциями боли и риска инифицирова-
ния. Более того, лекарственные формы, предназначенные для перорального 
приема, более дешевы, поскольку для их приготовления не нужны стерильные 



условия. Скорость выделения контролируется количеством лекарства в матри
це, растворимостью его в полимере, степенью гидратации геля, кинетикой на
бухания-обезвоживания полимера [37-39]. Скорость сорбции и десорбции мож
но направленно менять путем введения в гель лигандов, способных специфиче
ски связываться с сорбируемым веществом [39-41]. 

Кишечная стенка представляет собой основной барьер, через который те
рапевтические вещества могут проникать в кровоток. Однако если маленькие 
молекулы, такие как аминокислоты и сахара могут свободно преодолеть стен
ку кишечника за счет активного транспорта через клеточную мембрану, то 
для таких крупных молекул, как белки, мембрана клеток кишечника практи
чески непроницаема. Таким образом, для создания лекарственных форм бел
ков, пептидов, гормонов и других высокомолекулярных гидрофильных соеди
нений необходимо воспользоваться принципом "Троянского коня": макромо
лекулы должны быть"замаскированы" (включены внутрь гидрофобных мик
рочастиц, которые путем эндоцитоза смогут попасть внутрь клетки кишечной 
стенки). 

В настоящее время известны примеры успешного использования целого 
ряда полимерных систем на основе хитозана для доставки и контролируемого 
освобождения биологически активных веществ через слизистые и, в частно
сти, при их пероральном введении. Основные требования к лекарственной 
форме, предназначенной для перорального приема, следующие: обеспечение 
защиты "начинки" от действия протеолитических ферментов и кислой среды 
желудка (рН2) и контролируемое высвобождение лекарства в нейтральной 
среде (рН7,0-7,4) тонкого кишечника или прямой кишки. Среди множества 
примеров из литературы приведем лишь несколько. Например, английские 
ученые предложили разработку новых полимерных микрочастиц на основе 
гиалуроновой кислоты-хитозана для назальной (через слизистые носовой по
лости) доставки гентамицина, которая оказалась в 30-40 раз эффективнее, 
чем доставка этого антибиотика в виде раствора или сухого порошка [42]. 
Польскими учеными предлагается использовать микрокристаллический хито
зан в виде гидрогелевых частиц в качестве эффективного средства пролонги
рованной доставки кетопрофена [43]. Отметим также публикацию испанских 
ученых, которые предлагают использовать хитозановые носители для достав
ки доксорубицина для терапии рака [44]. В Японии предлагают использовать 
хитозановые капсулы, нагруженные противовоспалительным лекарством 
(5-аминосалициловой кислотой), для лечения колитов в модели на крысах [45]. 
Наконец, параллельно несколько лабораторий занимаются разработкой хито-
зановых микрокапсул с инкапсулированным в них инсулином для перорально
го применения [46, 47]. 

Однако не всегда можно достичь желаемого результата пероральным или 
назальным введением лекарств. Наиболее эффективными, особенно когда па
циент находится в критической ситуации, как известно, являются внутримы
шечные или внутривенные инъекции. Интересно отметить, что в последние го
ды возникло целое новое направление, изучающее введение внутримышечно 
пациенту лекарств не в виде растворов, а в виде нано- или микрочастиц (или ми
крокапсул) на основе биосовместимых биодеградирующих природных или син
тетических полимеров, либо в виде полимерных водных растворов, которые об
разуют гель при попадании в тело пациента [48]. Это так называемые "инъек-
тируемые гели" (injectable gels), а научное направление называется клеточной 
инженерией и представляет собой новый подход к лечению самых различных 
заболеваний, и в частности для восстановительной хирургии костей и хрящевых 



тканей. Такие гели имеют преимущества перед традиционным способом введе
ния имплантантов в виде заранее полученных полимерных структур: 1) поли
мерный раствор легко принимает форму дефекта, 2) может содержать различ
ные терапевтические агенты (например, ростовые факторы, которые вводятся 
в полимерный раствор непосредственно перед инъекцией) и 3) наконец, что са
мое существенное, для введения его не требуется хирургической операции. От
метим, что механизмы гелеобразование in situ могут быть следующими: жели-
рование при изменении температуры или рН, сшивка различными ионами, из
менение растворителя или кристаллизация. Хитозан и здесь находит все более 
широкое применение благодаря своей биосовместимости, биодеградируемости 
и относится к рН-обратимым полимерным гелям. Следует особо отметить, что 
хитозан и его комплексы с гепарином или декстрансульфатом являются пре
красным структурным материалом для репарации тканей, так как обеспечива
ют хорошую адгезию, распластывание и рост клеток [49]. 

Что касается микрокапсул, то они могут содержать различные лекарства, 
например, факторы роста эндотелиальных клеток и тромбоцитов, которые 
необходимы для восстановления сосудов (ангиогенеза) [50], или терапевтиче
ские агенты для лечения опухолей мозга [51] и другие. Особо выделим япон
скую публикацию, в которой на молекулярном и клеточном уровне доказано, 
что хитозан сам может индуцировать апоптоз (запрограммированную смерть) 
раковых клеток мочевого пузыря, а следовательно, использоваться в раковой 
терапии [52]. 

Следует заметить, что в микрокапсулы в качестве терапевтических агентов 
можно иммобилизовать не отдельные химические соединения, а живые клетки-
продуценты этих лекарств (белков, ферментов, гормонов, пептидных иммуно
стимуляторов и т.д.). Особенности иммобилизации животных клеток, в частно
сти в хитозансодержащие микрокапсулы, будут рассмотрены ниже. 

ПОЛУЧЕНИЯ ПЕРОРАЛЬНЫХ 
И НАЗАЛЬНЫХ ВАКЦИН ПРОЛОНГИРОВАННОГО ДЕЙСТВИЯ 

Введение вакцин перорально/назально имеет ряд преимуществ, к которым, 
в частности, можно отнести большую эффективность действия благодаря сти
мулированию местного иммунного ответа слизистой, опережающего общий им
мунный ответ организма [53-55]. Наиболее эффективной и перспективной 
формой иммунизации при этом считают вакцины, инкапсулированные в поли
мерные матрицы, из которых они могут освобождаться в течение длительного 
времени (1-6 месяцев). Такие вакцины пролонгированного действия называют
ся "вакцинами однократного введения", так как такой способ введения не тре
бует повторных иммунизации, которые не всегда удается провести, особенно у 
детей, а следовательно, не получить ожидаемого эффекта [56]. 

Ранее было показано, что хитозан и его производные (N-триметилхито-
зан, моно-N-карбоксиметил хитозан и др.) могут эффективно сорбироваться 
на слизистых и таким образом улучшать доставку гидрофильных макромоле
кул (белков, пептидов) пероральным или назальным путем [57]. При этом ин
тересно отметить, что неспецифическая адъювантная активность хитозанов 
зависит от степени деацетилирования и типа лекарства. В настоящее время 
ведутся интенсивные исследования по созданию вакцин, инкапсулированных 
в хитозансодержащие полимерные матрицы. При этом используются самые 
различные антигены, начиная от дифтерии, холерного токсина [58] и закан
чивая СПИДом [59]. 



КОНСТРУИРОВАНИЕ ДНК-СОДЕРЖАЩИХ НОСИТЕЛЕЙ 
ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИ МОДИФИЦИРОВАННЫХ КЛЕТОК 

Трасфекция эукариотических клеток (введение чужеродного гена в генотип 
клетки) с целью использования таких генетически модифицированных клеток 
в качестве продуцентов некоторых рекомбинантных белков или пептидов явля
ется мощным инструментом целенаправленного изменения генома и одновре
менно одним из самых больших достижений молекулярной и клеточной биоло
гии последнего времени. Этот метод открывает неограниченные возможности 
в биотехнологии (получение ценных рекомбинантных белков и пептидов), ме
дицине (генная терапия), сельском хозяйстве (получение генноинженерных кле
точных линий растений). Отметим, что в настоящее время параллельно разви
вается несколько подходов к созданию эффективных инструментов доставки 
ДНК в клетку. Среди них использование катионных липосом [60, 61], а также 
адено- и ретровирусов. Наконец, в качестве третьего перспективного инстру
мента для доставки ДНК в клетку рассматриваются полимерные нанокапсулы 
(200-800 мкм). 

В настоящее время для трансфекции клеток плазмидной ДНК использу
ются рН-чувствительные липосомы [62, 63]. Это липосомы, в состав которых 
включены катионные липиды, которые содержат амины с рК в физиологиче
ском интервале (4,5-8). В кислых условиях они способны связывать ДНК и 
проникать в клетку; а при изменении рН - сливаться с мембраной эндосомы, 
освобождая ДНК. Однако их использование имеет несколько недостатков, та
ких как высокая стоимость, иммуногенность, а также, возможность агрегации 
липосом. 

Что касается использования вирусов в качестве носителей ДНК, они неток
сичны для клеток и обеспечивают хорошую эффективность трансфекции. Хо
тя большинство медицинских протоколов в настоящее время базируется имен
но на вирусных ДНК-векторах, использование таких систем ограничено по не
которым причинам: в частности, стоит учитывать биологические особенности 
вирусов, например, возможные их онкогенные свойства; ограниченное количе
ство генетического материала (ДНК), которое можно доставить с помощью ви
руса; а также необходимость соблюдения правил общей безопасности при про
изводстве вирусов. 

В настоящее время некоторые ДНК-векторы являются коммерчески дос
тупными и широко используются (например, липофектин фирмы Qiagen), одна
ко исследования по созданию новых, более дешевых и эффективных полимер
ных систем на основе наносфер/нанокапсул продолжаются. Такие наноносите-
ли с инкапсулированными в них ДНК-векторами имеют несколько преиму
ществ перед всеми рассмотренными выше: 1) на их поверхность можно кова-
лентно "пришить" лиганды, которые обеспечивают высокоспецифическое 
("адресное") взаимодействие с клеточными рецепторами; 2) можно ввести в 
клетку не одну, а несколько ДНК-плазмид в одной нанокапсуле; 3) можно защи
тить ДНК от расщепления ферментами сыворотки (нуклеазами); 4) такие нано-
частицы с инкапсулированной ДНК можно лиофильно высушить и длительно 
хранить в такой форме без потери активности. 

Хитозан является перспективным кандидатом для конструирования носите
лей ДНК-векторов как по упомянутым выше причинам (биосовместимость, ма
лая токсичность, биодеградируемость), так и в силу своей способности доста
точно легко проникать через биологические поверхности (мембрану), при этом 
вводить ("протаскивать") в клетку ассоциированные с ним макромолекулы. Так 



как хитозан положительно заряжен, то легко образует комплексы с отрица
тельно заряженными молекулами ДНК. Показано, что при комплексообразова-
нии хитозана с другими макромолекулами и формировании при этом коллоид
ных частиц могут быть задействованы несколько механизмов, включая ионную 
поперечную сшивку, ионное комплексование, хотя некоторые из этих систем 
могут быть реализованы только при конъюгировании с молекулами ДНК. 

Хотя в литературе описано достаточно много примеров использования хи-
тозановых носителей ДНК-векторов как в виде коллоидных частиц, так назы
ваемых "полиплексов" ДНК-хитозан (20-25 нм) [64], так и в виде более круп
ных наночастиц (100-250 нм) [65], механизм хитозанспецифической трансфек-
ции остается до конца неясным. Однако показано, что уровень трансфекции 
зависит от молекулярной массы хитозана, при этом диапазон используемых 
молекулярных масс от 22 кДа [66] до 400 кДа [67]; структуры самой молеку
лы, соотношения азота хитозана к фосфору ДНК (N/P ratio); среды, использу
емой для трансфекции (с сывороткой или без), рН этой среды, и, конечно, ли
нии клеток [68]. Заметим, что в некоторых работах показано, что ДНК носи
тели на основе низкомолекулярного хитозана (22 кДа) менее токсичны и бо
лее эффективны для трансфекции, чем другие полиплексы, например, на ос
нове поли-L-лизина [66]. 

Повысить эффективность трансфекции, как ранее замечено, можно с помо
щью введения специфического лиганда в макромолекулу полиплекса. Этот ли-
ганд взаимодействует с рецепторами именно тех клеток, которые нужно трас-
фицировать. Именно таким способом можно осуществить адресную доставку 
ДНК. Так, для трансфекции клеток печени (гепатитов Hep G2) был использован 
галактозилированный хитозан (галактозная группа является лигандом для аци-
алогликопротеинового рецептора гепатоцита). Такой направленно модифици
рованный хитозан сополимеризовали с полиэтиленгликолем и использовали в 
качестве носителя ДНК вектора. Это позволило получить более стабильный 
комплекс с ДНК в сравнении с комплексом хитозан-ДНК и обеспечить эффек
тивную трансфекцию гепатоцитов [69]. 

ТРАНСПЛАНТАЦИЯ ГЕННОИНЖЕНЕРНЫХ 
КЛЕТОК-ПРОДУЦЕНТОВ ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ АГЕНТОВ 

ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ НАСЛЕДСТВЕННЫХ 
И НЕНАСЛЕДСТВЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 

Последние достижения в генной инженерии открывают перспективы для 
разработки новых подходов к лечению различных заболеваний, в том числе на
следственных, с использованием генноинженерных клеточных линий. Иммоби
лизованные в полимерные микрокапсулы и затем имплантированные пациенту, 
эти генноинженерные клетки могут секретировать необходимые рекомбинант-
ные продукты (гормоны, цитокины, ферменты, факторы роста, различные пеп
тидные иммуностимуляторы и др.), не вызывая отклонений в функционирова
нии иммунной системы пациента. Напомним, что если классическая генная те
рапия предполагает генетическую модификацию клеток хозяина с последую
щей их перфузией тому же пациенту, то задачей так называемой "соматической 
генной терапии" является создание универсальных неаутологичных клеточных 
линий, которые могут быть использованы для различных пациентов с одним и 
тем же заболеванием. При этом в качестве этих универсальных линий вовсе нет 
необходимости использовать клетки человека: это могут быть клетки мыши, 
крысы, хомячка или других животных. Наличие микрокапсулы, отделяющей 



генноинженерные клетки-продуценты, от клеток хозяина, обеспечит защиту 
этих чужеродных клеток от иммунной системы хозяина (пациента). 

Таким образом, микрокапсулы могут выполнять двойную функцию: работать 
в качестве микрореактора, "полупроницаемые" стенки которого обеспечивают 
выход генноинженерного терапевтического продукта, секретируемого клетками, 
и защищать эти инкапсулированные клетки от иммунной системы хозяина. 

Список болезней, которые можно будет лечить в будущем с помощью тако
го подхода, очень широк. Отметим те, что уже описаны в литературе, например, 
диабет [70], анемия и гемофилия [71], дефициты некоторых лизосомальных 
ферментов, например дефицит b-глюкоронидазы [72], заболевания централь
ной нервной системы [73]. Этот же подход может быть предложен для лечения 
рака или рассеянного склероза. 

Инкапсулирование животных клеток - достаточно сложная задача, так как 
сама процедура должна протекать за несколько десятков минут и в физиологи
ческих условиях (рН, температура), чтобы сохранить как можно больше жизне
способных клеток. Поэтому спектр полимеров, которые можно использовать 
для решения этой задачи (по сравнению с описанными выше по инкапсулирова
нию лекарств, вакцин и ДНК) значительно меньше. Формирование микрокапсул 
обычно осуществляют с помощью противоположно заряженных полимеров, 
причем понятно, что все ранее описанные требования к этим материалам сохра
няются, а добавляется фактор времени: мембрана должна формироваться в при
сутствии живых клеток как можно быстрее. Самая распространенная пара поли
электролитов - альгинат и поли-L-лизин. Совсем недавно было показано, что 
поли-L-лизин может провоцировать нежелательный провоспалительный эф
фект в концентрациях выше 0,02% [74]. Однако использование таких низких 
концентраций не позволяет получить стабильные мембраны, поэтому в некото
рых работах предложено использовать мультислойные мембраны [73], техноло
гия получения которых предполагает существенное удлинение процедуры ин
капсулирования, что может отрицательно влиять на сохранение жизнеспособно
сти клеток. Поэтому хитозан представляется одним из наиболее перспективных 
материалов в ближайшем будущем, которые найдут применение для микрокап-
сулирования животных клеток с целью их дальнейшей имплантации. 

В настоящее время внимание исследователей сосредоточено в основном на 
изучении механизма взаимодействия альгината с хитозаном при формировании 
мембраны [75], исследовании механической стабильности и проницаемости 
мембраны микрокапсул, полученных различными методами [76]. 

Кроме того показано, что комплекс альгинат-хитозан прочнее комплекса 
альгинат-поли-Ь-лизин. Недостатком хитозана по сравнению с поли-L-лизином 
является его плохая растворимость при нейтральных рН, т.е. в физиологиче
ских условиях, которые так необходимы при инкапсулировании клеток. Одним 
из решений проблемы может быть использование олигохитозанов с ММ 
2000-10000 Да, которые можно, например, получить методом радикальной де
градации коммерческих хитозанов [76] или ферментативной деполимеризацией 
хитинолитическим комплексом [77, 78]. В нашей работе был использован хито
зан с ММ 30000 Да и степенью дезацетилирования 97%, полученный методом 
твердофазного деацетилирования [79]. Альгинат-хитозановые микрокапсулы 
формировали в две стадии: 1) получали Са-альгинатные гранулы, покрытые хи
тозаном, с иммобилизованными в них клетками, и 2) растворяли альгинатное 
ядро с помощью натриевой соли ЭДТА или цитрата натрия [80]. 

Было показано, что механическая прочность микрокапсул определяется в 
значительной степени толщиной полученной мембраны, которая в свою оче-



Динамика роста СНО клеток в альгинат-хитозановых микрокапсулах 
а - сразу после инкапсулирования, 6-г - на 5-й, 12-й и 21-й день соответственно 

редь, зависит прежде всего от рН раствора хитозана и времени инкубирования 
Са-альгинатных гранул в этом растворе. Как и ожидали, толщина мембраны 
уменьшалась при увеличении величины рН и увеличивалась при возрастании 
времени инкубирования гранул в растворе хитозана. В микрокапсулы были им
мобилизованы клетки перевиваемой линии яичника китайского хомячка 
(СНО), которые после их трансфекции могут использоваться в качестве проду
центов различных генно-терапевтических продуктов в частности белка - эндо-
статина, который может использоваться в терапии рака, или р-интерферона для 
лечения рассеянного склероза. Динамика роста клеток в микрокапсуле в про
цессе их длительного культивирования представлена на рисунке [80]. 

Таким образом, показано, что альгинат-хитозановые микрокапсулы можно 
использовать для длительного культивирования клеток in vitro. В ближайшем бу
дущем планируется разработать методы инкапсулирования различных генетиче
ски модифицированных (трасфицированных) клеточных линий, в частности про
дуцентов белка эндостатина, который может использоваться для лечения рако
вых заболеваний, и цитокина р-интерферона для терапии рассеянного склероза. 
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ПРОТИВОВИРУСНЫЕ СВОЙСТВА ХИТОЗАНА 

С.Н. Чирков 
Институт микробиологии РАН, Москва 

Одной из уникальных биологических активностей хитозана является его 
способность индуцировать устойчивость к вирусным заболеваниям у расте
ний, ингибировать вирусные инфекции у животных и предотвращать разви
тие фаговых инфекций в зараженной культуре микроорганизмов. Ниже бу
дут рассмотрены данные о влиянии хитозана на вирусные инфекции у мик
роорганизмов, растений и животных, проанализировано влияние на проти
вовирусную активность хитозана таких факторов, как средняя степень поли
меризации (средняя молекулярная масса), степень N-деацетилирования, ве
личина положительного заряда и характер химических модификаций моле
кулы. Обсуждаются возможные механизмы подавления вирусных инфекций 
хитозаном. 

ВЛИЯНИЕ ХИТОЗАНА НА ФАГОВЫЕ ИНФЕКЦИИ 

Хитозан, добавленный в питательную среду, препятствует размножению 
вирулентных бактериофагов в зараженной культуре грамположительных и 
грамотрицательных микроорганизмов. Данные, приведенные в табл. 1, показы
вают, что выход инфекционных ДНК-содержащих фагов в присутствии хитоза
на может снижаться на несколько порядков [1-3]. 

Степень подавления инфекции зависит от вида бактериофага и вида микро
организма, от состава питательной среды, а также от концентрации хитозана и 
его физико-химических свойств. Так хитозаны со степенью полимеризации 250 
и выше значительно сильнее ингибировали колифаговые инфекции, чем их 
фрагменты со степенью полимеризации CD = 15-19 [4]. С другой стороны, оли-
гомеры хитозана более эффективно, чем их полимерный предшественник, пре
дотвращали размножение фага 1-97А в культуре Bacillus thuringiensis [5]. 

Была исследована также активность нескольких дезаминированных произ
водных хитозана, которые отличались степенью дезаминирования (от 10 до 
50%) и степенью полимеризации (от 28 до 4, соответственно). Способность этих 
производных подавлять развитие инфекций, вызываемых бактериофагами Т2, 
Т7 и 1-97А, не зависела от степени дезаминирования [4, 5]. 



Таблица 1. Ингибирование фаговых инфекций высокополимерным хитозаном* 

Анионные производные 6-О-сульфат хитозана и N-сукцинат-б-О-сульфат хи
тозана не влияли на развитие фаговых инфекций [4, 5]. Вероятно, положитель
ный заряд молекулы хитозана имеет важное значение для подавления инфекции. 

Предполагается, что хитозан препятствует размножению бактериофагов не
сколькими путями: а) снижая жизнеспособность бактериальной культуры; б) ней
трализуя инфекционность зрелых фаговых частиц в инокулюме и/или дочерних 
фаговых частиц; в) блокируя процесс репродукции вирулентного фага [4]. 

Состояние бактериальной культуры имеет первостепенное значение для 
развития фаговой инфекции, потому что фаги способны размножаться только в 
жизнеспособных клетках. Вместе с тем, известно, что хитозан обладает бакте
рицидными свойствами в отношении многих видов микроорганизмов, в том чис
ле в отношении Escherichia coli и клеток рода Bacillus [6, 7]. Предполагается, что 
бактерицидная активность хитозана может быть опосредована двумя механиз
мами. Согласно первому из них связывание хитозана с отрицательно заряженны
ми структурами клеточной поверхности (липидом А, тейхоевыми кислотами, по
лярной группой фосфолипидов) приводит к усилению проницаемости и дезынте-
грации клеточной стенки и плазматической мембраны микроорганизмов [6, 8, 
9]. Второй механизм предполагает, что молекулы хитозана проникают в клетку 
и, электростатически связываясь с ДНК, ингибируют транскрипцию [6]. 

Исследование бактерицидной активности различных форм хитозана, эффе
ктивно подавлявших фаговые инфекции, показало следующее. Ни один из изу
ченных препаратов хитозана или его производных не влиял на жизнеспособ
ность культуры В. thuringiensis [2, 5]. Хитозан CD = 250 обладал заметной бак
терицидной активностью в отношении культуры Е. coli, в то время как его оли-
гомеры ингибировали рост культуры только в первые минуты инкубации, а за
тем рост возобновлялся и достигал контрольного уровня [1, 4]. Не обнаружено 
влияния высокополимерного хитозана на рост культуры другого грамотрица-



тельного микроорганизма Gluconobacter oxydans [3]. Таким образом, бактери
цидная активность хитозана, очевидно, не является фактором, определяющим 
его способность ингибировать фаговые инфекции. 

В то же время, было обнаружено, что хитозан, добавленный к фаговой сус
пензии, снижает ее титр, т.е. каким-то образом нейтрализует инфекционность 
фаговых частиц. При этом олигомеры хитозана снижали титр суспензии фагов 
Т2, Т4 и Т7 значительно сильнее, чем их полимерный предшественник в такой 
же концентрации [10]. Наоборот, высокополимерный хитозан намного эффек
тивнее, чем его фрагменты, понижал инфекционность фага 1-97А [5]. Следует 
отметить, что дезаминированные хитозаны инактивировали колифаги слабее, 
чем их немодифицированные аналоги с такой же степенью полимеризации. С 
повышением степени дезаминирования инактивирующая активность в отноше
нии фагов Т2 и Т7 понижалась, так что производное хитозана, дезаминирован-
ное на 50%, вообще не обладало такой активностью [10]. 

Электронномикроскопические исследования показали, что добавление 
хитозана к суспензии фаговых частиц вызывает заметные изменения структу
ры фагов. У фага 1-97А наблюдали распад частиц на головку и отросток и вы
ход ДНК из фаговой головки. В случае фага Т2 наблюдали сокращение чехла 
отростка,не сопровождавшееся инъекцией фаговой ДНК, и утрату длинных 
хвостовых фибрилл [10, 11]. Очевидно, что такие изменения структуры фаго
вых частиц ведут к потере их инфекционности. Другим важным результатом 
взаимодействия хитозана с фагом 1-97А является агрегация интактных частиц 
или отдельных отростков в районе базальной пластинки. Предполагается, что 
агглютинирующим агентом является хитозан. Не исключено, что именно свя
зывание хитозана с базальной пластинкой, в которой локализованы рецеп-
тор-распознающие фаговые белки, провоцирует выход ДНК из фаговой час
тицы в отсутствие клетки-хозяина. Обусловлено ли это тем, что остатки глю-
козамина являются круциальной структурой фагового рецептора, или имеет 
место неспецифическое взаимодействие хитозана с базальной пластинкой, 
еще предстоит выяснить [11]. 

Важно подчеркнуть, что степень выраженности структурных изменений 
фаговых частиц, наблюдаемых под электронным микроскопом, в целом, соот
ветствовала уровню их инактивации, выявляемому при определении титра фа
говой суспензии. Таким образом, инактивация играет важную роль в подавле
нии фаговых инфекций. 

Вместе с тем, очевидно, что способность хитозана предотвращать развитие 
фаговых инфекций опосредована также и другими механизмами. Так, обнару
жены производные хитозана, которые не влияли ни на рост культуры микроор
ганизмов, ни на фаговые частицы, но, тем не менее, ингибировали инфекцион
ный процесс. Такими свойствами обладали, например, гидрохлорид хитозана [1, 
2] и производное, дезаминированное на 50% (степень полимеризации 4) [4, 10]. 
Обнаружено также, что способности хитозана ингибировать инфекцию и инак-
тивировать фаговые частицы не коррелируют между собой. Так, хитозан со сте
пенью полимеризации 19 эффективно инактивировал фаг Т2, однако сравни
тельно слабо ингибировал размножение фага. Напротив, хитозан со степенью 
полимеризации 250 практически не инактивировал фаги Т2 и Т7, однако пре
пятствовал их репродукции [4, 10]. Олигомеры хитозана эффективно ингибиро
вали размножение фага 1-97А в культуре бацилл, но слабо инактивировали зре
лые фаговые частицы. В то же время высокополимерный хитозан, возможно, 
ингибировал фаговую инфекцию в основном за счет инактивации частиц фага 
1-97А [5]. Чем бы ни объяснялись эти результаты, они недвусмысленно показы-



вают, что хитозан подавляет фаговые инфекции не только за счет инактивации 
фаговых частиц, но и препятствуя репродукции бактериофагов. 

Пока неизвестно, какой из этапов репродукции является мишенью для 
действия хитозана. Установлено, что хитозан, добавленный в культуру сразу 
после завершения адсорбции фага, действует столь же эффективно, как и хи
тозан, внесенный до заражения [1, 2]. Поэтому представляется маловероят
ным, что хитозан ингибирует инфекцию, препятствуя адсорбции фага. Ряд 
данных указывает на то, что хитозан влияет на какие-то внутриклеточные 
стадии репродукции бактериофагов. Так олигомер хитозана, добавленный к 
зараженной культуре В. thuringiensis после завершения адсорбции фага 1-97А 
и лишенный возможности, в силу условий опыта, инактивировать дочерние 
фаговые частицы, полностью блокировал развитие инфекции. В то же время 
в его присутствии синтезировались неинфекционные фаговые частицы, ли
шенные ДНК [11]. Кроме того, обнаружено, что хитозан препятствовал ин
дукции профага и предотвращал последующий лизис культуры В. thuringien
sis [2]. Учитывая, что репликация фаговой ДНК и морфогенез фаговых час
тиц тесно связаны с мембранами [12], можно предположить, что ингибирова-
ние репродукции бактериофагов опосредовано влиянием хитозана на клеточ
ные мембраны микроорганизмов. 

Таким образом, основными причинами подавления фаговой инфекции хи
тозаном являются инактивация фаговых частиц и ингибирование репродук
ции бактериофагов на внутриклеточном уровне. Относительный вклад каж
дого из этих компонентов зависит от структуры молекулы хитозана и вида 
бактериофага. 

Важно отметить, что, препятствуя размножению вирулентных бактериофа
гов в зараженной культуре микроорганизмов, хитозан предотвращал фаголизис 
культуры [1-3]. При этом хитозан не влиял, например, на сорбозо-продукциру-
ющую активность G. oxydans [3]. Вполне вероятно, что хитозан может быть ис
пользован для индукции фагорезистентности в культурах промышленных мик
роорганизмов для предотвращения нежелательного фаголизиса, происходяще
го из-за контаминации инокулюма вирулентным бактериофагом или спонтан
ной индукции профага в лизогенной культуре. 

ВЛИЯНИЕ ХИТОЗАНА 
НА ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ РАСТЕНИЙ 

Обработка растений раствором хитозана (опрыскивание, полив или инъек
ции в листовую ткань) повышает устойчивость растений к заражению фитопа-
тогенными вирусами. У растений с доминантным геном устойчивости к вирусу, 
которые реагируют на заражение образованием местных некрозов, это выра
жается в уменьшении количества некрозов, возникающих после заражения. У 
растений - системных хозяев вируса - хитозан ингибирует распространение ви
русов и вироида по растению, так что значительная часть или все обработанные 
хитозаном растения перестают заражаться вирусом. 

Данные табл. 2 показывают, что хитозан подавляет вирусную инфекцию 
на 11 видах растений, относящихся к семействам бобовых, пасленовых, маре
вых и амарантовых [13-20]. В таблице указаны в основном виды растений, ис
пользуемые для лабораторной работы с вирусами. Не вызывает сомнений, 
что количество видов, у которых можно индуцировать противовирусную ус
тойчивость с помощью той или иной формы хитозана, в действительности 
значительно больше. 



Таблица 2. Противовирусная активность хитозана в растениях 

Следует подчеркнуть, что обработка растений хитозаном препятствовала их 
заражению вирусами, существенно различающимися по структуре вирусной час
тицы и механизмам экспрессии генома, и заражению вироидом веретеновидности 
клубней картофеля. Представляется весьма вероятным, что хитозан подавляет 
инфекцию независимо от вида вируса. Таким образом, ни вид вируса, ни тип ре
акции растения на вирусное заражение, по-видимому, не имеют значения для про
явления противовирусной активности хитозана. Однако были выявлены и изуче
ны некоторые факторы, существенно влияющие на эффективность его действия. 



Одним из важнейших факторов является вид растения. Растения из семейст
ва бобовых (фасоль и горох) приобретают высокий уровень устойчивости к за
ражению различными вирусами после однократной обработки растворами с 
низкой концентрацией хитозана, и сохраняют этот уровень в течение продол
жительного времени. Выраженное ингибирование инфекции имело место даже 
тогда, когда время контакта раствора хитозана с поверхностью листа фасоли не 
превышало 5 мин [14]. Более того, с тем же успехом растения фасоли могут 
быть обработаны даже спустя несколько часов после заражения [13]. В то же 
время, растения семейства пасленовых (табаки, дурман, картофель, томаты) 
менее восприимчивы к обработке хитозаном. Даже многократная обработка 
растений этих видов растворами с высокой концентрацией хитозана не приво
дит к полному подавлению вирусной инфекции [14-16, 19]. Наконец, у гибрид
ного редиса Brassica campestris (семейство крестоцветных) не удалось индуциро
вать устойчивости к системному заражению каулимовирусом мозаики цветной 
капусты, потивирусом мозаики турнепса и комовирусом мозаики редиса [15]. 
Эти результаты показывают, что противовирусная активность хитозана опо
средована его влиянием на растение. Причины различий в восприимчивости 
растений разных видов к обработке хитозаном не изучались и пока остаются 
неизвестными. 

Противовирусная активность определяется также свойствами хитозана. 
С одной стороны, степень подавления вирусной инфекции прямо зависит от его 
концентрации. Например, при концентрации высокомолекулярного хитозана 
0,1 мг/мл от трети до половины обработанных растений картофеля и томатов 
приобретали устойчивость к системному заражению вирусом X картофеля 
(ХВК) или вирусом табачной мозаики (ВТМ), в то время как при концентрации 
1 мг/мл становились устойчивыми уже около 80% растений [19]. С другой сто
роны, при концентрации хитозана 0,1 мг/мл полностью подавляется и систем
ная, и местная инфекция вируса мозаики люцерны (ВМЛ) на фасоли, а подавле
ние инфекции на 30-50% достигается при использовании концентрации хитоза
на 0,001 мг/мл [13, 14]. Во-вторых, противовирусная активность зависит от мо
лекулярной массы хитозана. Высокомолекулярные хитозаны эффективнее, 
чем олигомеры, подавляли инфекции, вызываемые различными вирусами в 
растениях фасоли [21]. При подавлении инфекции ХВК в растениях картофеля 
крилевый хитозан ММ 120 кДа обладал более высокой активностью, чем хито
заны с ММ: 3 и 36 кДа, полученные из краба [22]. Вместе с тем, деполимериза
ция высомолекулярных хитозанов хитиназами гриба Aspergillus fimigatus значи
тельно повышала их активность при подавлении местных некрозов, образую
щихся при заражении растений табака ВТМ [23, 24]. 

Степень деацетилирования хитозана, в пределах 60-98%, не влияла на про
тивовирусную активность хитозана в опытах на растениях фасоли [25], но, по-
видимому, имела значение в опытах на растениях картофеля [22]. Таким обра
зом, зависимость противовирусной активности от концентрации и от молеку
лярной массы хитозана, как и от степени деацетилирования, по-разному прояв
ляется на различных видах растений. Эти результаты тоже позволяют предпо
ложить, что противовирусная активность хитозана опосредована его влиянием 
на растение. 

Из всех изученных до настоящего времени производных хитозана самой 
низкой активностью обладали анионные производные,такие, как карбоксиме-
тилхитозан, сульфат хитозана и б-О-сульфат-N-сукцинат хитозана. По-видимо
му, величина положительного заряда молекулы хитозана непосредственным 
образом сказывается на его противовирусной активности [17, 20, 21, 25]. Наи-



большей же активностью из всех изученных обладали дезаминированные про
изводные хитозана [21, 25]. Поскольку при дезаминировании в месте разрыва 
полимерной цепи образуется новая структура 2,5-ангидроманнозы, предполага
ется, что наличием именно этого терминального остатка и определяется повы
шенная активность дезаминированных производных [21]. 

Следует отметить, что при температуре воздуха более 40 °С устойчивость, 
индуцированная хитозаном в растениях фасоли, заметно ослабевает. Таким об
разом, механизм противовирусной устойчивости, индуцированной хитозаном, 
является температуро-чувствительным [20]. 

Приведенные выше данные показывают, что способность хитозана подав
лять вирусные инфекции опосредована его влиянием на растение. Известно, 
что хитозан, имитируя контакт растения с фитопатогеном, индуцирует широ
кий спектр защитных реакций [26, 27]. Некоторые из них могут влиять на ви
русную инфекцию, например, снижать эффективность механической инокуля
ции вирусом, препятствовать размножению вирусов в зараженных клетках 
и/или распространению вируса по растению. 

Благодаря катионной природе, хитозан может взаимодействовать с анион
ными компонентами биомембран и клеточных стенок,такими как фосфолипи-
ды и пектины [28-30]. Предполагается, что такое взаимодействие затрудняет 
необходимую для начала инфекции адсорбцию вируса на клеточной стенке [20]. 
Известно также, что взаимодействие хитозана с полярной группой фосфолипи-
да плазмалеммы приводит к усилению проницаемости клеточной мембраны. 
При малых экспозициях наблюдают изменение трансмембранных ионных пото
ков (выход К+ и повышение уровня внутриклеточного Са2+, защелачивание 
внешней среды), синтез каллозы и стимулирование вторичного метаболизма. 
При повышении концентрации хитозана, увеличении степени его полимериза
ции или времени инкубации клеточной культуры с хитозаном, проницаемость 
мембраны может усиливаться настолько, что наступает гибель клеток. Важно 
отметить, что эти эффекты наблюдали в суспензионной культуре клеток раз
личных видов растений, когда клетки окружены полноценной клеточной стен
кой. Вероятно, аналогичные процессы происходят и в интактном листе. Так по
сле инъекции хитозан индуцировал образование местных некрозов в листьях 
пшеницы Triticum aestivum. Самые массивные некрозы наблюдали после инъек
ции хитозана ММ 96 к Да и степенью деацетилирования 65%. Хитозан со степе
нью деацетилирования 99% и ММ 170 кДа оказался менее активен. Не вызыва
ли образования некрозов полностью деацетилированные олигомеры хитозана с 
ММ 1-1,5 кДа [31]. Таким образом, весьма вероятно, что обработка хитозаном 
приводит к уменьшению количества клеток, доступных для первичного зараже
ния. Этим может объясняться и уменьшение количества местных некрозов на 
обработанных хитозаном листьях, и замедление системного распространения 
вируса по растению. 

Снижение эффективности инокуляции не является единственной причиной 
подавления вирусной инфекции. Хитозан инициирует защитные реакции, кото
рые могут препятствовать размножению вирусов в зараженных клетках. На
пример, в культуре протопластов табака хитозан индуцирует синтез клеточ
ного белка ММ 130 кДа, являющимся, предположительно, РНК-зависимой 
РНК-полимеразой [32]. Предполагают, что этот фермент играет ключевую 
роль в механизме посттранскрипционного замалчивания генов посредством де
градации матричных РНК, в том числе и РНК вирусов растений [33]. Установ
лено также, что хитозан влияет на активность рибонуклеаз в обработанных ли
стьях картофеля, в частности, индуцирует рибонуклеазу ММ 23 кДа. При этом 



обнаружена корреляция между динамикой рибонуклеазной активности и дина
микой устойчивости к заражению ХВК [22]. Очевидно, что рибонуклеазы мо
гут вызывать деполимеризацию вирусных РНК и препятствовать их транскрип
ции и трансляции. 

Вероятно, хитозан затрудняет распространение вируса по растению. Как из
вестно, для межклеточного транспорта вирус использует, с одной стороны, 
плазмодесмы, а дальний транспорт вирусных частиц осуществляется по сосудам 
флоэмы [34]. С другой стороны, хитозан индуцирует синтез каллозы (b-1,3-глю-
козы) в клетках растений [28, 30, 35], и обнаружена корреляция между концен
трацией каллозы в экстракте из обработанных листьев и степенью устойчиво
сти к заражению ХВК [22]. Полагают, что отложения каллозы в порах ситовид
ных элементов флоэмы, возникающие при защитной реакции растения, меха
нически препятствуют распространению вирусных частиц по сосудам, а внекле
точные отложения каллозы вокруг плазмодесм в виде так называемого каллоз-
ного воротника затрудняют межклеточный транспорт вируса [36-38]. Важно 
отметить, что синтез каллозы инициируется при поступлении внеклеточного 
кальция через плазматическую мембрану, повреждаемую хитозаном [35]. Дру
гой Са2+-зависимой защитной реакцией является длительное закрывание плаз
модесм, связывающих поврежденную клетку с соседними, в результате сокра
щения кальцийсвязывающего белка клатрина [39], что также должно сущест
венно препятствовать межклеточному транспорту вируса в листьях обработан
ных хитозаном. 

Важно подчеркнуть, что хитозан индуцирует не только местную (в обрабо
танных листьях), но и системную устойчивость. Это показывают результаты 
опытов по заражению растений в условиях, исключающих контакт вируса с хи
тозаном [13, 14, 20]. При обработке хитозаном нижней поверхности листа фасо
ли устойчивость к заражению ВМЛ развивалась и на его верхней поверхности; 
при обработке нижних листьев устойчивость наблюдали также и в верхних, в 
том числе и в тех, которые отрастали уже после обработки; при обработке од
ной половины листа устойчивость развивалась не только в обработанной, но и 
в другой, необработанной хитозаном половине листа. Принимая во внимание, 
что олигомеры хитозана со степенью полимеризации более 6 не способны пе
редвигаться по сосудам [40], можно предположить, что хитозан, контактируя с 
клетками эпидермиса листа, индуцирует сигнал, распространение которого по 
растению вызывает системную приобретенную устойчивость. Об этом же сви
детельствуют, по-видимому, и данные об индукции противовирусной устойчиво
сти высокомолекулярным хитозаном и даже нерастворимым микрокристалли
ческим хитозаном [41]. 

Роль медиатора может выполнять, например, салициловая кислота, кото
рая является необходимым компонентом дистантного сигнала при развитии 
системной приобретенной устойчивости к вирусам, грибам и бактериям [42]. 
Показано, что обработка растений хитозаном повышает уровень эндогенной 
салициловой кислоты [43]. При этом конкретный механизм противовирусной 
устойчивости может не быть одинаковым для разных вирусов. Так, салицило
вая кислота препятствует системному распространению вируса огуречной мо
заики по растению табака, не влияя на его репликацию или межклеточный 
транспорт, а при инфекции ВТМ устойчивость возникает из-за подавления 
синтеза вирусной РНК [44]. 

Следует подчеркнуть, что защитные реакции, индуцируемые хитозаном, по
вышают устойчивость растений не только к вирусным, но также к вироидным, 
бактериальным и грибным заболеваниям, усиливают нематодоустойчивость 



растений и их сопротивляемость насекомым-вредителям [20, 45-47). Таким об
разом, хитозан способен индуцировать у растений неспецифическую болезнеус
тойчивость широкого спектра действия и, очевидно, может быть использован 
как экологически безопасный пестицид для защиты растений от вредителей и 
заболеваний различной этиологии. 

ВЛИЯНИЕ ХИТОЗАНА И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ 
НА ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ У ЖИВОТНЫХ 

Десять лет назад появилось сообщение, по-видимому, первое такого рода, 
что N-карбоксиметилхитозан-N,O-сульфат ингибирует синтез вирусспецифиче-
ских белков и подавляет размножение вируса иммунодецифита человека HIV-1 
в культуре Т-клеток и в культуре мононуклеарных клеток периферической 
крови человека, а также вируса мышиной лейкемии Раушера в культуре мыши
ных фибробластов. Было показано, что это производное хитозана препятству
ет взаимодействию вирусного гликопротеида gpl20 (основного белка оболочки 
вируса) с соответствующим рецептором на Т-лимфоцитах, ингибируя адсорб
цию вируса на СD4-клетках-мишенях, а также конкурентно ингибирует in vitro 
активность вирусспецифической обратной транскриптазы, препятствуя связы
ванию фермента с поли-А-олиго-dТ-матрицей. Отмечалось практически пол
ное отсутствие цитотоксичности производного хитозана в отношении этих кле
точных культур [48]. Высокой активностью отличались производные хитозана, 
сульфатированные по второму и/или третьему атому кислорода в остатке глю-
козамина. Эти производные эффективно ингибировали размножение HIV-1 в 
культуре Т-лимфоцитов человека линии МТ-4, препятствуя слиянию вирусной 
и клеточной мембран [49]. Таким образом, синтезированы сульфопроизводные 
хитозана, специфически ингибирующие репродукцию вируса иммунодефицита 
человека. Отмечается, что, хотя способность анионных производных хитозана 
ингибировать ретровирусные инфекции в целом аналогична действию таких 
сульфополисахаридов, как гепарин, декстрансульфат и т.п., эффективность и 
конкретный механизм ингибирования зависят от местоположения сульфогрупп 
в глюкозаминовых остатках. 

Важно отметить также, что хитозан ингибирует размножение хламидий 
Chlamydia trachomatis (которые, как и вирусы, также являются облигатными 
внутриклеточными паразитами) в клетках HeLa, угнетая, главным образом, ад
сорбцию паразита на клетках. С учетом способности хитозана предотвращать 
вирусные инфекции, передающиеся половым путем, высказано предположе
ние, что хитозан может быть использован для комплексной профилактики и те
рапии урогенитальных инфекций [50]. 

Известны и другие механизмы, опосредующие влияние хитозана на вирус
ные инфекции у животных. Так, у млекопитающих хитозан стимулирует иммун
ный ответ на различные, в том числе и вирусные, антигены. Например, у мы
шей хитозан усиливал местный и системный иммунный ответ (продукцию анти
тел классов IgA и lgG) к вирусу гриппа типа А и типа В при совместном интра-
назальном введении с антигеном - очищенными гемагглютинином и нейтрами-
нидазой [51]. Такая схема может оказаться весьма перспективной при вакцина
ции против респираторных заболеваний, поскольку выявлена ее высокая эффе
ктивность также в отношении коклюшного [52] и дифтерийного токсинов [53]. 
Кроме того, наночастицы хитозана были использованы для приготовления вак
цины против респираторно-синцитиального вируса [54]. 



Установлено, что хитозан стимулирует функциональную активность вспо
могательных клеток иммунной системы, в первую очередь макрофагов. После 
подкожной имплантации хитозан вызывал хемотаксис макрофагов у собак и 
продукцию окиси азота макрофагами in vitro, а также стимулировал лейкоцитоз 
в периферической крови собак. Секреция окиси азота обусловлена преимуще
ственно остатками N-ацетилглюкозамина в молекуле хитозана [55, 56]. Водора
створимый хитозан и у-интерферон обладали синергическим эффектом при 
стимулировании синтеза окиси азота и а-фактора некроза опухоли перитоне-
альными мышиными макрофагами [57]. Хитозан индуцирует секрецию арахи-
доновой кислоты макрофагами посредством стимуляции активности фосфоли-
пазы А2 [58]. Как известно, роль макрофагов в иммунном свете исключительно 
велика. Макрофаги осуществляют процессинг антигена и являются антигенпре-
зентирующими клетками. Их контакт с Т-хелперами инициирует гуморальный 
и клеточный иммунный ответ. Макрофаги выделяют медиаторы иммунного от
вета, в частности, интерлейкин-1, стимулирующий пролиферацию Т-хелперов. 
Макрофаги осуществляют элиминацию антигена, опсонизированного антите
лами. По всей вероятности, адъювантная активность хитозана в значительной 
степени реализуется стимуляцией макрофагов и(или) непосредственно Т-хелпе
ров [53]. Важное значение для повышения эффективности иммунного ответа 
имеет и стимуляция хитозаном активности гранулоцитов, преимущественно 
нейтрофилов [59, 60]. Кроме того, установлено, что у собак и мышей и хитин, и 
хитозан активируют систему комплемента по альтернативному пути [61, 62]. 

Обнаружено также, что фагоцитируемые частицы хитина и хитозана (но не 
их растворимые аналоги) вызывают усиленное образование активных форм ки
слорода в альвеолярных макрофагах мыши и индуцируют продукцию 
у-интерферона в культуре мышиных спленоцитов, обусловленную взаимодей
ствием примированных макрофагов с природными киллерами [63]. Как извест
но, интерфероны подавляют размножение вирусов, нарушая способность вири-
онных или ранних вирусных мРНК к трансляции, влияя на иммунокомпетент-
ные клетки и на природные клетки-киллеры. Поэтому индукция интерферона 
хитином и хитозаном, наряду с их влиянием на систему комплемента и монону-
клеарно-фагоцитарную систему, может являться одним из важнейших компо
нентов неспецифического иммунного ответа, направленного на ограничение и 
подавление вирусной инфекции. 
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Институт паразитологии РАН, Москва, Ленинский проспект, 33 

Сельскохозяйственные растения постоянно находятся в условиях экологи
ческого стресса. Они страдают от болезней и вредителей, бесконтрольного при
менения пестицидов и избытка удобрений, а также других неблагоприятных фа
кторов. Химическое и инфекционное давление на растения часто превышает 
порог возможностей их адаптации. В этих условиях растения просто не могут не 
быть иммунодефицитными. В силу этого сейчас особенно важна разработка 
различных средств иммунокоррекции с тем, чтобы эффективно контролиро
вать иммунный ответ растений, преодолевая его дефицитность. 

До самого последнего времени единственным способом защиты восприим
чивых к болезням сортов растений являлась их обработка пестицидами. Между 
тем не следует забывать, что многие пестициды входят в классы соединений, 
среди которых встречаются мутагены и канцерогены. Часто пестициды поража
ют не только болезнетворные мишени, на которые направлено их действие, но 
и организмы, которые мишенями не являются. Некоторые, даже наиболее эф
фективные пестициды, обладают моносайтовым действием, вследствие чего в 
популяциях фитопатогенов могут накапливаться резистентные к ним формы. 

Одним из наиболее перспективных способов защиты растений является ме
тод индуцирования их устойчивости. Метод основан не на подавлении фитопа
тогенов, как это имеет место в случае использования пестицидов, а на индуци
ровании естественного потенциала растительной ткани. Поскольку каждое рас
тение, как и любой другой организм, обладает способностью распознавать и от
торгать чужеродную генетическую информацию, охраняя свою структурную и 
функциональную целостность [1], реальной представляется возможность инду
цировать устойчивость во всех без исключения растительных сортах и видах, в 
том числе и восприимчивых к болезням. Создавая необходимые условия для ин
дукции потенциала защитных систем растений, удается наиболее полно исполь
зовать свойства их иммунитета и определяющего его генома. 

Инструментом, с помощью которого удается индуцировать иммунные систе
мы растительной ткани, служат элиситоры или, как их раньше называли, индук
торы защитных реакций. В результате обработки элиситорами в растениях инду
цируется общая или неспецифическая устойчивость. Индуцированная устойчи
вость напоминает горизонтальную или полигенную, с той однако разницей, что 
последняя является генетическим признаком, тогда как индуцированная - фено-
типическим. Под действием элиситоров происходит фенотипическая иммунокор-
рекция растений, в результате чего изменяется не геном растительной ткани, а 
его функционирование, связанное с уровнем экспрессии защитных генов. 

В плане индуцированной устойчивости особенно перспективными являются 
биогенные элиситоры, представляющие собой метаболиты паразитов и их рас
тений-хозяев, участвующие в процессах патогенеза. Индуцирование болезнеус-



тойчивостй растений с помощью биогенных элиситоров характеризуется рядом 
преимуществ: экологической безопасностью, системностью и продолжительно
стью защитного действия, участием в индуцированной устойчивости многих за
щитных систем, что делает мало вероятным возможность адаптации патогенов 
к защищенным растениям, индукцией неспецифической устойчивости к ряду 
грибов, бактерий, вирусов, нематод и другими полезными свойствами. 

Типичным примером биогенных элиситоров является хитин и его деацети-
лированное производное хитозан, представляющий собой поли-[b(1—>4)-2 ами-
но-2 дезокси-D-глюкопиранозу]. И хитин, и хитозан являются нетоксичными, 
биоразлагаемыми, биосовместимыми полимерами. Эти свойства во многом оп
ределяют их практическое применение в медицине, косметологии, пищевой 
промышленности, а также в сельском хозяйстве для защиты от болезней. Эти 
полиаминосахариды обладают ранозаживляющими, антимутагенными, сорбци-
онными, радиопротекторными и антираковыми свойствами [2]. 

Некоторым препятствием в использовании биополимеров хитина и хитоза
на является их плохая растворимость в воде при нейтральном значении рН. Для 
этих полиаминосахаридов синтезирован широкий спектр производных и проду
ктов деполимеризации, что помогает решить проблему их растворимости в во
де или слабокислых водных растворах. 

Чрезвычайно интересным представляется способность хитозана образовывать 
комплексы с нуклеиновыми кислотами [3]. Комплекс образуется с молекулами хи
тозана ММ 4-30 кДа и зависит от рН, числа NH2-грyпп, а также расстояния между 
ними. Способность хитозана связываться с ДНК делает перспективным его исполь
зование в качестве вектора для переноса генов в процессе создания трансгенных 
форм [4, 5]. Возможно, что хитозан проникает внутрь ядра клетки, непосредствен
но взаимодействуя с ДНК и таким образом воздействуя на экспрессию генов. 

Впервые элиситорные свойства хитозана были продемонстрированы Хэд-
вигером [6]. Им установлено, что предпосевная обработка семян растений хито
заном индуцировала у них болезнеустойчивость, утолщая и укрепляя стебель, 
способствуя развитию корневой системы, в результате чего растения предохра
нялись от полегания. 

Известно, что индуцированная устойчивость растений может быть локаль
ной и системной. Локальная устойчивость развивается только в тканях, сопри
касающихся с патогеном или элиситором. Наоборот, системная устойчивость 
возникает по всем тканям растения или его органа, независимо от места нане
сения индуцирующего агента. 

Хитозан с ММ 5 кДа и СД 85% индуцировал системную и продолжительную 
устойчивость у картофеля к ряду специфических и неспецифических фитопато-
генов. В частности, при обработке хитозаном клубней с поверхности устойчи
вость к возбудителю фитофтороза индуцировалась по всем тканям клубня, 
включая ткани сердцевины. Фитофтороустойчивость оказалась продолжитель
ной и распространялась как на клубни во время хранения, так и на вегетирую-
щие растения. Более того, клубни нового урожая сохраняли остаточную устой
чивость к этому патогену [7]. 

Близкие данные были получены на системе томаты-галловая нематода 
Meloidogyna incognita [8]. Замачивание в растворе хитозана семян томатов инду
цировало системную нематодоустойчивость, которая распространялась на веге-
тирующие растения. Обработка семян препаратом хитозана способствовала об
разованию мощной корневой системы, сильного кущения и утолщения стеблей. 
Количество галлов в корнях снижалось вдвое, а плодовитость нематод умень
шалась в 1,5-2 раза по сравнению с контролем. При этом в популяции нематод 



наблюдалось значительно большее количество самцов и личинок и существен
но меньшее число половозрелых самок. 

Способность вызывать у растений системную и продолжительную болезне
устойчивость является чрезвычайно существенным преимуществом хитозана, 
что особо ценится в сельскохозяйственном производстве. 

Как правило, элиситоры вызывают в растениях множественные защитные 
ответы, включающие образование индуцированных антибиотических ве
ществ - фитоалексинов, индукцию PR-белков, ингибиторов протеиназ, актив
ных форм кислорода и азота, уплотнение клеточной стенки путем синтеза лиг
нина, каллозы и гликопротеинов с высоким содержанием оксипролина. За ис
ключением каллозы, синтез которой осуществляется каллозосинтетазой [9], 
индукция всех защитных белков в ответ на повреждение вызывается транс
крипционной активацией соответствующих генов и, как следствие, коррелиру
ет с экспрессией этих генов в растениях [10]. Хитин и хитозан индуцируют в рас
тениях многие из перечисленных выше защитных ответов. 

Так упомянутое выше укрепление и утолщение клеточной стенки связано с 
активизацией процесса лигнификации. Возможно, что повышенное образова
ние лигнина связано со способностью хитина образовывать комплексы с анион
ной пероксидазой, участвующей в процессе лигнификации [11]. Установлено, 
что анионная пероксидаза связывается с хитином по ацетильным группам пос
леднего. Хитозан в отличие от хитина имеет малое число ацетильных групп или 
не имеет их совсем, тем не менее способность хитозана вызывать утолщение 
стеблей была продемонстрирована на примере ряда растений [12]. 

Способность хитозана индуцировать фитоалексины у растений была устано
влена на системах картофель-возбудитель фитофтороза и томаты-галловая не
матода [7]. Обе системы, несмотря на таксономическую разобщенность патоге
нов, имеют много общего. И томаты, и картофель принадлежат к одному и тому 
же семейству Solanaceae, поэтому образуют несколько близких по структуре фи
тоалексинов сесквитерпеноидной природы. К их числу принадлежит сесквитерпе-
ноидный спирт ришитин. Этот фитоалексин образуется у картофеля в ответ на 
инфицирование несовместимой расой Phytophthora infestans, а также у устойчи
вых сортов томатов, инвазированных галловой нематодой М. incognita [13], что 
свидетельствует об участии ришитина в устойчивости растений-хозяев. 

Предобработка хитозаном клубней картофеля и растений томатов опреде
ленными дозами хитозана индуцировала в их тканях ришитин в количествах, со
поставимых с уровнями, которые накапливаются в несовместимых комбинаци
ях растений-хозяев и их патогенов. 

Однако сходство патосистем картофель-возбудитель фитофтороза и тома
ты-галловая нематода не ограничивается только образованием общих фито
алексинов. Дело в том, что грибы семейства Oomycetis, к числу которых принад
лежит род Phytophthora, так же, как и нематоды (и насекомые) неспособны к са
мостоятельному синтезу стероидного ядра [14, 15]. Между тем оба патогена ну
ждаются в стеринах, поскольку в их отсутствии нарушаются процессы репро
дукции. Стеринозависимые фитофтора и галловая нематода удовлетворяют 
свои потребности, используя стерины, содержащиеся в тканях своих хозяев. 
Именно ауксотрофность обоих фитопатогенов в отношении стеринов предо
пределяет особую значимость этих соединений как ведущих биохимических фа
кторов фитофторо- и нематодоустойчивости. 

Под воздействием хитозана, индуцирующего ришитин, содержание стери
нов в тканях картофеля и томатов резко уменьшается [12, 14]. Сокращение об
щего количества стеринов, в основном, происходит за счет уменьшения содер-



жания сигмастерина в томатах, наиболее благоприятного для галловой немато
ды, и ситостерина, преимущественно используемого фитофторой. 

Предполагается, что вызываемое хитозаном уменьшение содержания сте-
ринов в тканях картофеля и томатов связано со способностью этого препарата 
одновременно индуцировать образование фитоалексина, поскольку стерины и 
сесквитерпеноидный фитоалексин ришитин образуются в тканях по единому 
метаболическому пути [14]. Таким образом, образование ришитина связано с 
уменьшением синтеза стеринов и, наоборот: оба процесса существуют в обрат
ной пропорции. Сокращение количества стеринов, а также сопутствующее это
му процессу накопление ришитина, к которому лишенный стеринов патоген 
приобретает повышенную чувствительность, и являются одним из механизмов 
устойчивости, индуцированной хитозаном в патосистемах картофель-возбуди
тель фитофтороза и томаты-галловая нематода. 

Важной защитной реакцией является образование в тканях растений пато-
ген-индуцированных белков [16]. К их числу относятся ферменты хитиназа и 
b-1,3-глюканаза. Некоторые патоген-индуцированные белки называют также 
PR-белками, которые подразделяют на пять групп [17]. Хитиназа и b-1,3-глюка-
наза относятся ко второй и третьей группе наиболее хорошо исследованных 
PR-белков. Предполагается, что эти ферменты являются участниками защит
ных механизмов растений, выполняя, по крайней мере, двоякую функцию. С од
ной стороны, установлено, что они разрушают клеточные покровы патогенов, 
препятствуя тем самым их проникновению в ткани растений. С другой стороны, 
хитиназы и глюканазы в процессе деградации соответствующих субстратов вы
свобождают биологически активные олигосахариды (олигосахарины), модули
рующие защитные функции у растений [18]. 

В ряде случаев хитиназы и глюканазы могут быть индуцированы салициловой 
кислотой, аспирином и этиленом [19]. Образование PR-белков в ответ на воздей
ствие патогенов или элиситоров носит системный характер, поскольку они накап
ливаются не только в местах локализации паразита (или обработки элиситором), 
но и по всем тканям клубней. Известно, что хитин и хитозан или отсутствуют в 
тканях растений, или присутствуют в малых количествах, однако ферменты, спо
собные их расщеплять, представлены достаточно широко. Ферментативная дегра
дация хитозана в значительной степени неспецифична. Так различные формы хи
тозана деполимеризуются не только хитиназами и хитозаназами, но и липазами, 
целлюлазами, протеазами и гемицеллюлазами. Активность хитиназ и глюканаз 
значительно возрастает под действием биотических и абиотических стрессов. 

Информация об участии хитиназ и b-1,3-глюканаз во взаимоотношениях рас
тений с паразитическими нематодами крайне противоречива. В ряде работ [20] 
публикуются сведения об отсутствии индукции этих белков в ответ на нематодную 
инвазию, согласно другим публикациям, активность хитиназ и глюканаз возраста
ет в инвазированных растениях, однако связь этих ферментов с устойчивостью к 
нематодам не установлена [21]. Другие работы свидетельствуют о возможном уча
стии хитиназ и глюканаз в защите растений от паразитических нематод [22]. 

Под влиянием предпосадочной обработки семян огурцов хитозаном 5 кДа 
индуцировалась устойчивость к галловой нематоде выросших из них вегетиру-
ющих растений: количество галлов на корнях сократилось больше, чем втрое, 
яйца в оотеке и половозрелые самки совсем отсутствовали [23]. Между тем ока
залось, что активность хитиназ и (3-глюканаз в этом варианте опыта не только 
не повышена, но наоборот, снижена. 

Пониженная по сравнению с контролем активность этих ферментов еще не 
означает, что хитиназа и глюканаза не играют активной роли в иммунном отве-



те растительной ткани. Выше уже упоминалось о двоякой роли, которую вы
полняют эти ферменты в контролировании защитных реакций растительной 
ткани. Такая роль иногда оказывается взаимоисключающей: с одной стороны, 
она состоит в повреждении покровов патогена и образовании элиситоров, по
вышающих устойчивость растительной ткани, тогда как с другой стороны, -
в возникновении в процессах деградации субстратов иммуносупрессоров, инду
цирующих восприимчивость растений. 

Не исключено также, что под воздействием элиситора происходит замена 
экзоформ ферментов на эндоформы, наносящие значительно больший вред 
клеточным стенкам патогенов, что невозможно уловить при определении об
щей ферментативной активности. 

Показано, что защитная роль хитиназы связана с ее непосредственным воз
действием на нематод, покровы которых и стилет содержат хитин в качестве ос
новных структурных элементов. Так, показано, что коммерческая хитиназа на 
70% по сравнению с контролем ингибирует вылупление яиц Globodera ros-
tochiensis (Ro 1) in vitro [24]. Установлено также, что хитиназы в фасоли вызы
вают гибель яиц и способствуют вылуплению незрелых личинок у галловой не
матоды Meloidogyne hapla [25]. 

При инфицировании растений фитопатогенами, так же, как и при обработке 
их элиситорами, часто возрастает активность липоксигеназы, которая, по класси
фикации Тарчевского [16], относится к числу патоген-индуцируемых белков рас
тений. При участии этого фермента в растениях образуются метаболиты, выпол
няющие роль системных сигналов, опосредующих действие элиситоров. Одним из 
кандидатов на роль таких мессенджеров является жасмоновая кислота и ее мети
ловый эфир - метилжасмонат, начальные этапы синтеза которых осуществляют
ся при посредстве липоксигеназы. Показано, что жасмонаты участвуют в индуци
ровании защитных систем растений, усиливая действие биогенных элиситоров. 
Так сочетание хитозана с метиловым эфиром жасмоновой кислоты значительно 
сильнее подавляло галлообразование и уменьшало число яиц в оотеке нематоды 
М. incognita, поражающей томаты, чем воздействие одного хитозана [12]. Повы
шенная нематодоустойчивость, индуцируемая хитозаном, а тем более композици
ей хитозана с метилжасмонатом, коррелировала с активностью липоксигеназы. 

Известно, что в инфицированных патогенами или обработанных элисито
рами тканях растений образуются патоген-индуцируемые белки, ингибирую-
щие протеиназы. Ингибиторы протеиназ составляют большую и разнообраз
ную группу белков растений, объединенных общей способностью образовы
вать с протеиназами обратимые белок-белковые комплексы, в составе которых 
ферменты утрачивают свою активность [26-28]. Принято считать, что ингиби
торы протеиназ обладают полифункциональной активностью. Одной из сторон 
такой активности является их защитная роль, в результате чего нейтрализуют
ся протеиназы патогенов и вредителей. За последнее время достигнуты боль
шие успехи в исследовании свойств, структуры и механизмов взаимодействия с 
ферментами у ингибиторов протеиназ [28, 29]. 

Данные о способности хитозана индуцировать в растительных тканях инги
биторы протеиназ относительно немногочисленны. Так, для хитозана с 
ММ = 5 кДа была установлена способность индуцировать в тканях клубней кар
тофеля ингибитор трипсина (класс сериновых протеиназ), в результате чего ак
тивность этой протеиназы заметно снижалась [7]. 

Одной из защитных реакций растений, активирующейся на самых первых 
этапах патогенеза, является генерирование растительной тканью активных 
форм кислорода и азота, так называемый окислительный взрыв - суперок-



сидного (O2) и гидроксильного (ОН-) свободных радикалов, перекиси водоро
да (Н2O2), синглетного кислорода (1O2), а также оксида азота [30, 31]. Активные 
формы кислорода и азота оказывают токсическое действие на патогены, инду
цируя деструктивные процессы в клеточных мембранах, а также являются по
средниками в трансдукции сигналов, экспрессирующих защитные гены. 

Повышенная концентрация активных форм кислорода и азота регистриру
ется в клетках растений под воздействием радиации, пестицидов, промышлен
ных отходов и многих других факторов. Окислительный стресс - наиболее яр
кая составляющая инфекционного процесса как у животных, так и у растений, 
а генерирование окислителей - один из факторов защиты, используемых им
мунной системой. Предполагается, что окислительный стресс лежит в основе 
механизмов старения и апоптоза (программируемой гибели клеток). 

Установлено, что хитозан (5 кДа) вызывает в тканях клубней картофеля сис
темное образование супероксида - одной из наиболее реакционноспособных форм 
активного кислорода [32]. Опыт проводился по схеме: интактные клубни картофе
ля обрабатывали с поверхности раствором хитозана, спустя 14 дней из клубней по
лучали диффузаты, которые, как оказалось, обладали фунгитоксичностью. В диф-
фузатах были обнаружены вещества, восстанавливающие нитроголубой тетразо-
лиум. Восстанавливающая активность, так же, как и фунгитоксичность, снималась 
супероксиддисмутазой - ферментом, специфическим для супероксида кислорода. 

Таким образом, водорастворимый хитозан с ММ = 5 кДа обладает элиси-
торной активностью широкого спектра действия, что, по-видимому, определя
ется его способностью индуцировать у растений неспецифическую болезнеус
тойчивость, защищающую растения от патогенов различных таксономических 
групп. Индукция устойчивости хитозаном основывается на его способности 
включать в растительных тканях комплекс защитных ответов, ограничиваю
щих распространение инфекции. Все это позволяет рассматривать хитозан, как 
перспективное соединение для защиты растений. 

Проведено определение биологической активности производных хитозана 
и хитина, а также продуктов их ферментативного гидролиза [33]. Все испытан
ные производные в соответствии с их активностью были разделены на четыре 
группы: 1) водорастворимый хитозан с молекулярной массой 3-10 кДа (полика-
тионный биополимер), продукты ферментативной деградации высокомолеку
лярного хитозана; 2) КМ-хитин и N-сукцинилсульфатхитин - производные хи
тозана, в состав которых были введены отрицательно заряженные группы с по
следующим ацетилированием (полианионные биополимеры); 3) 6-О-сульфат-
хитозан с молекулярной массой 5, 10 и 63 кДа и N-сукцинилхитозан - амфотер-
ные производные хитозана; 4) дезаминированные производные, полученные 
после обработки исходного хитозана азотистой кислотой. 

Наибольшая элиситорная активность оказалась присуща водорастворимо
му хитозану с молекулярной массой 3-10 кДа (поликатионный биополимер) и 
его дезаминированным производным. Полученные результаты позволяют 
предположить связь элиситорной активности с положительно заряженными 
аминогруппами. 

Дезаминированные образцы хитозана отличались друг от друга продолжи
тельностью ферментативного гидролиза. Возможно, что они проявляли биоло
гическую активность за счет присутствия в гидролизате олигосахаридов. 

Предполагается, что механизмы действия ацетилированных и деацетилиро-
ванных хитоолигосахаридов различаются принципиально. В случае хитина и 
его производных не исключено высоко специфическое связывание с мембран
ными рецепторами растений лектиновой природы, тогда как фрагменты хито-



зана и его дезаминированные производные действуют за счет электростатиче
ского взаимодействия положительно заряженных молекул элиситора с отрица
тельно заряженными компонентами мембран или молекулами ДНК. 

Работы выполнены при поддержке РФФИ (гранты №№ 98-04-48650, 
99-04-48332, 00-04-49109). 
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ПРИМЕНЕНИЕ ХИТОЗАНА 
В ПРОИЗВОДСТВЕ ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ 

Т.М. Сафронова 

(Дальрыбвтуз, Владивосток) 

Полиаминосахарид хитин, ближайшим производным которого является хи
тозан, начали употреблять в составе пищи много раньше, чем этот полимер был 
открыт и описан как химическое соединение. Хитин содержится в значитель
ных количествах в таких распространенных продуктах как грибы, мясо ракооб
разных, пивные и пекарские дрожжи. Хитин составляет органическую основу 
внешнего скелета более экзотической пищи - зоопланктона, мелких насеко
мых, их личинок, употребляемых сырыми или обработанными. 

Хитозан в производстве продуктов питания целенаправленно применяют 
последние 20 лет. Использование хитозана в технологии пищи определяется 
функциональными свойствами и практически полным соответствием требова
ниям, предъявляемых к пищевым добавкам [1-14]. 

Токсико-гигиеническая характеристика хитозана изучена достаточно полно 
для обоснования рекомендаций по его использованию как многофункциональ
ной добавки с лечебно-профилактическими свойствами. В тех странах, где хи
тозан разрешен к употреблению, его количество нормируется в соответствии с 
государственным законодательством. В России экспериментально обоснован
ная допустимая норма хитозана составляет 0,5% массы продукта [7, 15-17]. 

В зависимости от характера прикладных задач хитозан вводится в состав из
делий или используется как внешний технологический фактор (рис. 1). В пер
вом случае хитозан в основном применяют в виде 2-4 %-ных растворов в слабой 
уксусной или другой органической кислоте, а во втором чаще всего в твердооб-
разном измельченном состоянии. 

СВОЙСТВА РАСТВОРОВ ХИТОЗАНА 

В производстве пищевых продуктов в качестве растворителя хитозана ис
пользуют преимущественно слабый (0,5-2%) водный раствор уксусной кисло
ты. Продолжительность растворения порошкообразного хитозана при 20 °С 
составляет 35-40 мин, но ее можно сократить до 15 мин, применяя перемеши
вание и нагревание до температуры 80 °С. Продолжительность приготовле
ния растворов хитозана с применением предварительной заливки водой со
ставляет 7-9 мин, так как внесение хитозана в воду, которая, химически не 
взаимодействуя с ним, обеспечивает быстрое набухание полимера, причем 
каждая частица его набухает отдельно от других, и полученная масса не со
держит комков. При добавлении концентрированной кислоты и последую
щем перемешивании взаимодействие между растворителем и хитозаном про
исходит по всей поверхности каждой частицы полимера, что и обеспечивает 
увеличение скорости растворения. 

Минимально необходимое для растворения хитозана содержание органиче
ских кислот, обладающих различной способностью к образованию ионной связи 
с аминогруппой полимера, неодинаково и составляет для уксусной кислоты 0,5%, 
лимонной - 2,5 и щавелевой - 5%. Определенной концентрации кислоты соот
ветствует максимальное количество хитозана, способное к полному растворе-
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Рис. 1. Схема использования функциональных свойств хитозана в технологии продуктов питания 
* - пищевая добавка; ** - внешний фактор 



Рис. 2. Влияние концентрации растворов хитозана на их эффективную Г| вязкость и предель
ное напряжение сдвига в 
Рис. 3. Кинематическая вязкость растворов хитозана в зависимости от температуры 

нию в ней. Например, 12%-ный раствор хитозана можно получить в уксусной ки
слоте не ниже 2%-ной концентрации. Рост содержания хитозана в растворе сдви
гает рН к значениям, характерным для нейтральной среды, так как благодаря на
личию аминогрупп хитозан проявляет свойства слабого основания. При подщела-
чивании растворов хитозана последний выпадает в осадок в интервале рН 6,8 до 7. 

Плотность 0,2-1,0%-ных растворов хитозана возрастает с увеличением в 
них концентрации полимера от 1000 до 1006 кг/м3 [18]. 

Растворы хитозана имеют низкую степень обсемененности микроорганиз
мами, снижающаяся во времени (табл. 1). 

В процессе хранения происходит отмирание микробных клеток, которое 
можно объяснить присутствием в растворе уксусной кислоты, а также бактери
цидным действием хитозана [9, 19]. 

Вязкость и предельное напряжение сдвига растворов хитозана, как и боль
шинства высокомолекулярных веществ, увеличиваются с ростом концентрации 
полимера (рис. 2). При хранении особенно первые 4 ч вязкость растворов хитоза
на уменьшается, и поэтому в технологических процессах рекомендуется исполь
зовать их свежеприготовленными [2, 19]. Вязкость растворов хитозана с увели
чением температур уменьшается (рис. 3), особенно интенсивно в интервале тем
ператур 20-60 °С. 

Таблица 1. Изменение микробной контаминации растворов хитозана во времени 



Благодаря наличию в макромоле
кулах функциональных гидроксиль-
ных и аминогрупп, растворы хитозана 
проявляют адгезионную способность 
(рис. 4). Липкость растворов хитозана 
увеличивается с ростом его концент
рации и зависит от вида материала. 

В определенных условиях хитозан 
и особенно его растворимые продукты 
химической модификации образуют 
термоустойчивые механически проч
ные гели, продолжительность форми
рования и синерезиса которых можно 
регулировать [19-21]. 

Хитозан проявляет свойства 
эмульгатора, если величина рН водной 
фазы обеспечивает его растворение. Рис. 4. Влияние концентрации хитозана в 

Эмульсии масло-вода (50 : 50) с со- 0,5%-ной уксусной кислоте на адгезию ме-
держанием хитозана не менее 0,5% талла (/) и оргстекла (2) 
стабильны после центрифугирования, 
нагревания и замораживания, если при эмульгировании поддерживается темпе
ратура 90-100 °С и рН среды не выше 4,12. Вязкостные характеристики эмуль
сий возрастают с увеличением в них концентрации хитозана, его качества, ки
нематической вязкости растворов в уксусной кислоте и содержании минераль
ных веществ (табл. 2 и 3) 

При сенсорной оценке растворов хитозана и пищевых продуктов, содержа
щих его, обнаруживается вяжущий привкус, воспринимаемый отрицательно 
[22]. Известное вяжущее или терпкое ощущение, вызываемое при опробовании 
некоторых плодов и ягод, обусловлено наличием в них многих соединений: по
лифенолов, капсанцина, пиперина и его производных. 
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Таблица 2. Влияние хитозана на реологические свойства 
эмульсий 

Таблица 3. Стабильность эмульсий в зависимости от содержания минеральных веществ 
в хитозане 



Психофизиологический механизм восприятия вяжущего ощущения соотно
сят с образованием поперечных связей между свободными гидроксильными 
группами дубильных веществ и белками смолы. 

К особенностям восприятия вяжущего привкуса хитозана относятся дли
тельность его возникновения, составляющая 1-10 с, и продолжительность пос
левкусия, равная 20-25 мин в случае, если ротовая полость не обрабатывается 
нейтрализаторами, или 1-15 мин при их использовании. 

Наиболее чувствительным участком в ротовой полости к исследованному 
ощущению является мягкое небо, оно воспринимает едва различимые признаки 
вяжущего привкуса. По мере роста интенсивности вяжущего привкуса его ощуща
ют последовательностью спинка, задний край языка, затем гортань и глотка [23]. 

Концентрация хитозана, вид, состав и температура растворителя сказы
ваются на интенсивности вяжущего привкуса незначительно по сравнению с 
влиянием на этот показатель молекулярной массы полимера. Снижение ин
тенсивности вяжущего привкуса от 4,1 до 2,5 баллов происходит с повыше
нием молекулярной массы хитозана с 4 до 80 кДа. Подобный привкус, но го
раздо меньшей интенсивности присущ водным растворам карбоксиметилхи-
тина [24-27]. 

Интенсивность вяжущего привкуса хитозана может быть в несколько раз 
снижена обработкой его в твердофазном состоянии жидким азотом предпочти
тельно при температуре минус 175 °С в течение 2-4 мин [28, 29]. Для сокраще
ния криообработки хитозана ее ведут не в испаряющемся азоте, а в герметич
ных условиях при влагосодержании полимера не менее 60%, что обеспечивает 
одновременно снижение интенсивности вяжущего вкуса хитозана и его сушку 
до влажности 13-15% [6]. 

На воспринимаемую органолептически интенсивность вяжущего вкуса хи
тозана оказывает влияние вид продукта, в который он внесен. Существенное 
снижение интенсивности наблюдается в молочной сыворотке, соке из лука и 
чеснока, в меньшей мере - моркови. 

В продуктах майонезного ряда, приготовленных из гиробионтов, раститель
ного масла и хитозана массовая доля 0,5%) эффект снижения вяжущего вкуса 
наиболее выражен в соусе, содержащем бульон из кальмара [25, 30]. 

Сорбция. Способность хитозана 
осветлять технологические жидкости 
используется в производстве соков, 
пива, вин, молочной сыворотке, про
мывных вод фаршевого производства, 
подпрессовых бульонов и других низ
коконцентрированных жидкостей, со
держащих мелкодисперсные частицы 
органических соединений различной 
природы [13, 14, 31]. Проявление 
свойств сорбента и частично эмульга
тора обусловливает липофильный эф
фект хитозана. 

Обработка измельченной мы
шечной ткани рыбы 0,2%-ным раство
ром хитозана при различных темпера
турах позволяет снизить содержание 

Рис. 5. Влияние температуры на степень липидов в ней с 6,03 до 1,2% (рис. 5). 
извлечения липидов растворами хитозана Максимальный эффект достигается 



при 90-100 °С, очевидно благодаря наибольшей устойчивости эмульсии рыб
ный жир-раствор хитозана и ослаблению связей липидов в тканях [2, 32]. 

Из подпрессовых крабовых бульонов с добавлением 1-2%-ных растворов 
хитозана в 2%-ной соляной кислоте при интенсивном перемешивании высажда-
ются растворимые белковые вещества, которые улавливаются фильтрованием 
через плотные ткани, они оценены как кормовой продукт [33]. 

Осаждение белка раствором хитозана из термически обработанной жидко
сти - подсырной и творожной сыворотки, осуществляется при растворении хи
тозана в 0,5%-ной уксусной кислоте, что имеет наибольшее значение для интен
сивного комплексообразования белок-хитозан [34, 35]. 

Вследствие термодинамической несовместимости хитозана и молока их 
смесь разделяется на белковую и полисахаридную безбелковую фракции. Ин
тенсивность образования белково-хитозановых комплексов и слоистость их 
структуры находятся в зависимости от ряда факторов, которые обеспечивают 
оптимальные результаты при значениях: температура смеси 30 °С, соотноше
ние раствора хитозана: молоко как 1 : 5, рН 4,5 раствора хитозанаю. Белково-
хитозановые концентраты могут быть использованы как обогатители творож
ных изделий, сыров, сырных соусов, паст [36]. 

Некоагулированные белки рыб из промывных вод фаршевого производст
ва, не задержанных в хранении, осаждают нейтрализованными до рН 6,9-6,4 
растворами хитозана. 

Оптимальным по количеству осажденного белка считается значение рН 
смеси промывной воды и раствора хитозана в интервале 6,8-7,1. Белково-хито-
зановый осадок благодаря ряду функциональных свойств (пенообразующая 
способность, лечебно-профилактические свойства) рекомендуется добавлять в 
пищевые рыбные продукты. 

При содержании в промывной воде 1,2-1,4% сухих веществ хитозаном оса
ждают 88-92% белка. В полученном сухом белковом продукте содержится хи
тозана 32-35% или в пересчете на влажный материал 4—6%. Следовательно он 
может быть использован как добавка в количестве не более 10%, чтобы соблю
сти нормированное содержание хитозана меньше или равно 0,5% [37, 38]. 

При динамической сорбции через влажный слой хитозана бульонов, обра
зующихся при бланшировании рыбы, использованного тузлука, рыбного жира 
приводит к их эффективной дезодорации. 

У исследованных рыбных бульонов устраняются запахи окисленного жи
ра, горелый, металлический, туковый, у тузлука - окисленного жира и дезин
фекции. 

В хранившемся рыбном жире присущий ему запах окисления полностью не 
устраняется, но в несколько раз снижается его интенсивность [32, 39]. 

Хитозан в твердофазном состоянии, будучи внесен в коптильный препарат 
(статическая сорбция), способен модифицировать его свойства. При рН 2,1-3,4 
коптильного препарата хитозан в нем не растворяется, но активно набухает, об
разуя смесь гелифицированных частиц с жидкой средой. Структура смеси оста
ется стационарной в течение нескольких суток при условии содержания хитоза
на 0,5-2% и температуре 37 °С. Последующий синерезис сгустков хитозана при
водит к разделению системы на жидкую фракцию и осадок. 

Количество жидкой фракции находится в обратной зависимости от содер
жания хитозана и составляет 80-20% массы смеси. 

Под влиянием контакта с твердофазным хитозаном в жидкой фракции про
исходит снижение оптической плотности, массовой доли кислот и веществ угле
водной природы и возрастает количество фенолов, амфотерных соединений, 



Таблица 4. Сравнительная характеристика жидких фракций в зависимости 
от содержания хитозана в исходной смеси коптильный препарат-твердофазный хитозан 

аминов и пиридиновых оснований, что свидетельствует об избирательной сорб
ции хитозана (табл. 4). 

Расчетное значение сорбции хитозаном сухих веществ из смеси составляет 
при внесении его в твердофазном виде 2,2-2,6 г/г, набухание полимера 37 г/г. 

Способность твердофазного хитозана, а также хитина улучшать свойства 
коптильного препарата использована для повышения санитарно-гигиеническо
го состояния качества рыбы бездымного копчения. Более высокими органолеп-
тическими характеристиками отличаются рыба бездымного копчения при ис
пользовании жидких фракций 1 и 2, чем коптильного препарата и фракций 3 и 
4 (см. табл. 4) [40-42]. 

Структурообразование. В технологии формованных изделий хитозан ис
пользуется как структурообразующий агент, повышающий значения реологи
ческих характеристик пищевых масс. Хитозан обладает редким свойством со
единять в упорядоченную структуру фрагменты материалов различного влаго-
содержания: сухих, с промежуточной влажностью и высоковлажных [1, 43]. 

Формирование изделий из мяса криля с хитозаном сопровождается измене
нием макроструктуры продукта. Раствор хитозана после его внесения в матери
ал располагается в пространстве между гранулами в виде сплошного слоя, не
прерывность которого со временем нарушается. 

В связи с уплотнением геля и уменьшением его объема между границами 
мяса образуются пустоты. К концу становления структуры образуется прочная 
конструкция, связанная тонкими волокнами и пленками хитозана. Заморажива
ние формованного мяса криля способствует образованию структуры. 

Предельное напряжение сдвига материала по времени изменяется в соот
ветствии со стадиями структурообразования, возрастая с 6 10-2 до 17 х 10-2 Па.. 
Размороженное формованное мясо криля характеризуется напряжением сдвига 
на порядок выше, чем перед замораживанием [4]. 

Эмульгирующая способность хитозана проявляется при определенных ус
ловиях (содержание полимера, температура и рН среды, способ перемешивания 
компонентов) [13, 44]. Если осуществляется механическая гомогенизация, 
эмульсия равных частей масла и воды стабильна при концентрации хитозана 
более 0,5%, температуре 90-100 °С и рН не выше 4,12 [45]. Гидродинамическая 



гомогенизация на роторно-кавитационной мельнице позволяет получать ста
бильные эмульсии при более низких температурах (20 ± 3 °С) и меньшей про
должительности процесса. Размеры эмульгированных частиц при данном мето
де гомогенизации составляют 0,1-0,2 мкм, что на порядок ниже, чем в эмульси
ях традиционных технологий. Присутствие хитозана позволяет снизить содер
жание гидрофобной фазы эмульсии до 20% [46]. 

Эмульгирующая способность хитозана возрастает в сочетании с анионным 
полисахаридом агаром, некоторыми белками животного и растительного про
исхождения. Применение композиционного структурообразователя хитозан -
соевый белковый изолят позволяет получить стабильную эмульсию с низким 
содержанием растительного масла (25%) при содержании хитозана 0,3 и соево
го изолята 2,5% [47]. 

Функциональные свойства хитозана как загустителя, адгезива и пленкооб-
разователя использованы при обжаривании и бездымном копчении рыбы. Рас
твор хитозана повышает вязкость жидкой панировки, придает ей способность 
прочно удерживать на поверхности изделия слой сухарей или муки. Наличие 
прочного слоя панировки предупреждает излишнее испарение воды из продук
та во время обжаривания, способствует образованию равномерной хрустящей 
корочки и сохраняет количество масла, в котором ведется обжарка [3, 48]. 

Использование смеси коптильного препарата с раствором хитозана для им
мерсионного нанесения ее на поверхность рыбы перед подсушкой позволяет до
стичь однородной золотисто-коричневой блестящей окраски. Процесс стано
вится более технологичным, так как уже при однократном погружении поверх
ность рыбы удерживает достаточное для достижения вкусоароматического эф
фекта количество коптильного препарата [48]. 

Смесь раствора хитозана с коптильным препаратом, представляющая собой 
вязкую, но текучую жидкость, через определенное время переходит в гелеоб-
разное состояние. 

Скорость формирования геля, его прочность и долговременность существо
вания зависят от соотношения хитозана и препарата в смеси и таких факторов 
как температура, рН среды, присутствие электролита, вязкость хитозана, соот
ношение высоты и диаметра емкости, занимаемой смесью. 

Гель устойчив после замораживания-размораживания, нагревания, но под
вержен синерезису, в результате которого образуются две фракции - жидкая, 
подобная коптильному препарату, но не пригодная для копчения и темно-ко
ричневый с резким запахом осадок [48]. Гели системы коптильный препа
рат-раствор хитозана отличают резкий запах и вкус копчения, вяжущий прив
кус хитозана, что делает их органолептически неприемлемыми. 

Механизм образования геля вероятно связан с взаимодействием хитозана и 
соединений углеводной природы, образующихся в результате неполного сгора
ния древесины [20, 49-54]. 

Источником целлюлозы и ее производных в пищевых продуктах помимо 
коптильных агентов могут быть растительные ткани, пищевые волокна, загус
тители, эмульгаторы, адгезивы полисахаридной природы, и их взаимодействие 
с хитозаном возможно в значительном диапазоне концентрации реагентов, тем
пературы и рН. 

В смешанных растворах хитозана, карбоксиметилцеллюлозы и коптильно
го препарата образование геля происходит в широком диапазоне концентраций 
реагентов, что послужило основанием для разработки нового вида термоустой
чивых, биологически активных, желирующих заливок низкой энергетической 
ценности [55, 56]. 



Введение студнеобразователя белковой природы (желатин) способствует 
упрочению структуры геля бинарных смесей полисахарид-полиаминосахарид. 

Гелеобразующие полисахаридные смеси при эмульгировании с раститель
ным маслом (40-50%) сохраняют способность к формированию трехмерной 
сетки. Прочность в сравнении с гидрофильным гелем ниже, но достаточна что
бы удерживать в единой структуре твердую часть пресервов и заливку [57]. 

Добавление хитозана в масляно-томатную заливку, используемую в консер
вах из скумбрии, увеличивает ее стабильность с ростом концентрации полиме
ра. Снижение вязкости этой системы по времени связано обратной зависимо
стью с содержанием хитозана [5]. Хитозан в присутствии термически гидроли-
зованного белка, содержащегося в рыбном бульоне, проявляет более высокие 
свойства эмульгатора [45]. 

Бактерицидное действие. Факт бактерицидного действия хитозана, устано
вленный для живых организмов или приближенных к ним стендовых опытов, 
был априори перенесен на пищевые материалы и экспериментально подтвер
жден при хранении различных видов продукции. 

Наиболее широко показано защитное действие пленок из хитозана, нане
сенных на поверхность плодов и овощей - яблок, апельсинов, земляники, тома
тов, перца. Поскольку плоды и овощи остаются живым организмом, будучи от
деленными от материнского растения, они обладают определенным иммуните
том и в них проходят обменные процессы. 

Однородные, гибкие, не дающие трещин хитозановые пленки, обладают из
бирательной проницаемостью, подобно другим полимерным покрытиям, на по
верхности плодов и овощей играют роль микробного фильтра и/или регулиру
ют состав газов у поверхности и в толще тканей, влияя тем самым на актив
ность и тип дыхания, что в целом способствует продлению сроков хранения рас
тительного сырья. Помимо этого покрытие из хитозана вызывает некоторые 
морфологические изменения в возбудителях порчи томатов и перца, например 
у Botritis cinerea, стимулирует закупорку межклеточного пространства в местах 
повреждения тканей, ограничивая проникновение фитопатогенной микрофло
ры [11, 58, 59]. 

Пленка хитозана, способствующая продлению срока хранения мороженого 
тунца, вероятнее всего, играет роль барьера, регулирующего проникновение 
кислорода воздуха и испарение воды. 

О некотором бактериоскопическом эффекте хитозана можно судить по со
стоянию микрофоры варено-мороженого мяса криля, изготовленного с добав
лением раствора хитозана как структурообразователя. КМАФАнМ мяса в 75% 
случаев было заметно ниже (в 1,3-1,8 раза), чем у аналогичного продукта, не со
держащего хитозан [60]. Отнести полученный эффект за счет антибактериаль
ного влияния хитозана в данном случае не представляется возможным, так как 
не учтена вероятность консервирующего действия уксусной кислоты как рас
творителя хитозана. 

Эмульсионные продукты, изготовленные из мышечной ткани креветки, 
краба и рыбы (терпуг) с добавлением различного количества раствора хитоза
на (0,08Ч),4% сухого полимера), исследованы в процессе хранения при темпера
туре 0-5 °С в сопоставлении с аналогичными продуктами без хитозана, но со
держащими уксусную кислоту соответствующей концентрации. 

Наличие хитозана в продуктах не влияло на характер динамики 
КМАФАнМ, в которой различались стадии снижения, стабилизации и последую
щего роста микрообсемененности. Но уровень численных значений КМАФАнМ 
на последней стадии хранения на порядок или два (в зависимости от вида изде-



лия) был ниже в продуктах с хитоза
ном, при этом достоверного влияния 
массовой доли хитозана в исследован
ных пределах на антибактериальную 
эффективность не отмечено. Подоб
ное влияние хитозана на КМАФАнМ 
отмечено в пресервах из терпуга 
(рис. 6) [55, 61]. 

Совокупность сведений о бактери
цидном действии хитозана, выявлен
ных при хранении пищевых продук
тов, позволяет отнести его к пищевым 
добавкам, обладающим барьерными 
свойствами. 

Влияние на биологическую цен
ность пищи. Хитозан, присутствуя в со
ставе пищевых продуктов, положитель
но влияет на их биологическую цен
ность, определяемую методом биотес
тирования по инфузории Tetrachimena 
pyriformis [55]. Направленность измене
ния относительной биологической цен
ности (ОБЦ) зависит от массовой доли 
хитозана и вида продукта (табл. 5). 

В исследованных продуктах из ракообразных значений ОБЦ достигают 
экстремума при 0,16% хитозана и в дальнейшем снижаются с ростом массовой 
доли его. 

В эмульсиях из терпуга с увеличением содержания хитозана наблюдается 
рост значений ОБЦ до выхода на практически постоянное значение, начиная с 
массовой доли хитозана 0,24%. 

ОБЦ пудинга из креветки с внесением в него раствора хитозана (0,1-0,3% в 
пересчете на сухой полимер) повышается с 49 до 98%, а добавление твердофаз
ного хитозана (0,2-0,7%) приводит к снижению ОБЦ с 95 до 53%. Различия в ха
рактере влияния на ОБЦ возможно связаны с внесением растворителя (уксус
ная кислота) и неодинакового размера частиц хитозана, высаждаемого в среде 
продукта с рН 7, и порошкообразного, вносимого без растворителя. 

Динамика ОБЦ в зависимости от состава модельной системы рыбный буль
он - коптильный препарат "ВНИРО" - раствор хитозана позволяет оценить 
роль хитозана как антитоксиканта (рис. 7 и 8). ОБЦ рыбного бульона с коп
тильным препаратом менйше на 3-16%, чем ОБЦ подобного продукта, но 
включающего хитозан. 



Рис. 7. Динамика ОБЦ в зависимости от содержания коптильного препарата 
/ - для рыбного бульона, 2 - для рыбного бульона с СД = 0,24% хитозана 

Рис. 8. Динамика ОБЦ в зависимости от содержания хитозана 
1 - для рыбного бульона, 2 - для рыбного бульона с 3% коптильного препарата 

У коптильного препарата "ВНИРО" после одно- и двукратной обработки 
порошкообразным хитозаном снижается уровень токсичности, что показано на 
изменении значений ОБЦ модельной системы рыбный бульон - коптильный 
препарат. 

Положительное влияние хитозана на ОБЦ отмечены при исследовании 
продуктов с пищевым и волокнами (отруби) и их композитами с хитозаном 
(табл. 6) [55]. 

Несмотря на относительность метода биотестирования биологическая ак
тивность хитозана в составе пищевых продуктов достоверно прослеживается. 

Лечебно-профилактическое действие. Хитозан относится к диетическим 
волокнам, которые не усваиваются организмом человека, а в кислой среде же
лудка образует раствор высокой вязкости [8, 62]. Поступающий перорально как 

Таблица 6. Сравнительная оценка ОБЦ продуктов, содержащих обработанные 
и необработанные хитозаном пищевые волокна, % 



лечебно-профилактический препарат или как компонент пищи хитозан прояв
ляет свойства энтеросорбента, иммуномодулятора, антисклеротического и ан-
тиартрозного фактора, регулятора кислотности желудочного сока, ингибитора 
пепсина и др. [7, 15, 53, 63, 64]. 

Приведенные результаты исследования роли хитозана в производстве про
дуктов относятся в большей степени к иллюстрации его возможностей как пи
щевой добавки, чем объективно оценивают степень использования этого поли
мера в практическом плане. 

Расширение фундаментальных исследований очевидно позволит применять 
в продуктах питания более удобные формы полимера, обладающие дифферен
цированными свойствами в отношении растворимости, сорбции, бактерицидно
го и антиокислительного влияния как фактора повышения биологической цен
ности пищи и его лечебного действия. 
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ХИТОЗАН В КОСМЕТИКЕ 

А.И. Албулов, А.Я. Самуйленко, М.А. Фролова 

ЗАО "Биопрогресс", ВНИТИ БП, Щелково 

Одним из наиболее перспективных направлений практического применения 
хитозана является парфюмерно-косметическая промышленность. Толчком для 
изучения хитозана как компонента косметических композиций послужил неф
тяной кризис, наступивший после "синтетического бума" 1950-1960 гг. и массо
вого увлечения синтетическими продуктами. Многие фирмы стали искать заме
ну синтетическим полимерам, которые бы не уступали им по стоимости и по 
безопасности. 

Впервые хитозан в качестве сырья для косметической промышленности был 
использован в 1970-е годы фирмой "Wella" (ФРГ) являющейся крупнейшим произ
водителем косметики для волос. На прилавках магазинов появился шампунь с хи
тозаном, который сразу же завоевал популярность у потребителей. Широкое при
менение хитозана в косметике началось в 1985-1987 гг., когда японская компания 
"Fine cosmetic" разработала серию средств с хитозаном для ухода за волосами. 

В лабораториях крупнейших производителей косметической продукции, а 
также косметического сырья (фирмы "Wella", ФРГ; "L'Oreal", Франция; "Fine 
cosmetic", Япония; "Union Carbide", США; в последние годы компания "Cognis", 
Германия, компания "Atrium Biotechnologies", Канада; ПКФ "Линда", Россия и 
ряда других) началось интенсивное исследование хитозана, его свойств и меха
низмов воздействия на кожу и волосы в составе косметических средств. 

Поскольку нерастворимость хитозана в нейтральных водных средах сильно 
препятствовала его широкому использованию в косметике, были разработаны 
его водорастворимые формы - сукцинат, глутамат, сульфат, хлорид и др. [1-3]. 
В ЗАО "Биопрогресс" (г. Щелково) разработан способ получения натриевой со
ли сукцината хитозана, который выгодно отличается от уже известного спосо
ба, характеризующегося проведением синтеза водорастворимых форм хитозана 
в органических средах [4]. Полное удаление полярных органических молекул из 
полимеров или олигомеров возможно лишь из их тонких пленок в высоком ва
кууме и при повышенных температурах. Поэтому удаление органических рас
творителей из макрообъемов хитозана и его производных в вакууме и, тем бо
лее, при сушке на воздухе практически невозможно, вследствие этого в натрие
вой соли сукцината хитозана, получаемого по методике [4] обнаруживается при 
анализе и ощущается по запаху наличие органических растворителей. 

В разработанном в ЗАО "Биопрогресс" способе получения натриевой соли 
сукцината хитозана применена интенсификация процесса посредством актива
ции хитозана и его диспергирования, с которым и связано повышение степени 
доступности функциональных аминогрупп хитозана в реакции его химической 
модификации в водной среде. 

Концентрат натриевой соли сукцината хитозана после его фильтрования под
вергается высушиванию сублимационным методом или распылительной сушкой. 
Готовый препарат представляет собой чешуйки (при сублимационной сушке) или 
мелкодисперсный порошок (при распылительной сушке) без запаха, белого цве
та с кремовым или сероватым оттенком, растворимый в воде, нерастворимый в 
этиловом спирте. Промышленная технология получения натриевой соли сукци
ната хитозана, разработанная и внедренная в ЗАО "Биопрогресс", является более 



дешевой, а полученный препарат отвечает требованиям стандарта по наличию 
примесей, растворимости, вязкости, рН среды, влажности и другим показателям 
[5]. Полученная натриевая соль сукцината хитозана с положительным результа
том прошла испытания в качестве биологически активной добавки в косметиче
ских кремах, шампунях, жидком мыле, гелевых зубных пастах. 

Хитозан является одним из немногих катионных гидроколлоидов. Это при
дает ему уникальные свойства и большие преимущества при использовании в 
средствах по уходу за кожей и волосами. Будучи положительно заряженным, 
хитозан способен взаимодействовать с отрицательно заряженными биологиче
скими тканями - кожей и волосами. Поликатионные свойства хитозана объяс
няют и второе важное его свойство - растворимость в водных кислых средах. 

Гидрофобные свойства хитозана, связанные с наличием ацетилированных 
аминогрупп, обусловливают его взаимодействие с белками и липидами, входя
щими в состав не только клеточных мембран, но и межклеточного вещества. 
Липиды, как известно, играют важную роль в барьерной функции эпидермиса. 
Кроме того, хитозан удобен с точки зрения производственного процесса. Он 
прекрасно совместим с другими ингредиентами рецептуры косметических 
средств, не обладает токсичностью и аллергенностью, биодеградируем (разру
шаем имеющимися в окружающей среде микроорганизмами), хорошо проника
ет через кожу, не имеет цвета и запаха, поэтому его можно считать сырьем для 
косметической продукции с высокой степенью безопасности [6]. 

В настоящее время хитозан нашел применение в составе средств для кожи и 
волос, а также в дезодорирующих композициях. В средствах для волос исполь
зуется адсорбционная способность хитозана, он работает не только как фикси
рующий полимер, но и как оптимизирующий пленкообразующий агент [7]. 

Как уже сказано, хитозан, содержащий в молекуле аминогруппы, в кислой 
среде ведет себя, с одной стороны, как катионный полимер. С другой стороны, 
поверхность волос в тех же условиях заряжена отрицательно, и между поверх
ностью волос и хитозаном возникает взаимодействие за счет ионного связыва
ния. Адсорбция сильно зависит от рН, ионной силы и сопутствующих веществ, 
поэтому при производстве косметических средств необходимо тщательно сле
дить за этими показателями. 

Хитозан обладает в несколько раз большей влагоудерживающей способно
стью по сравнению с низкомолекулярными неионными и анионными соедине
ниями. За счет удерживаемой воды увеличивается электропроводность волос, 
ингибируется накопление образующихся электростатических зарядов, а нали
чие одновременно катионных групп приводит к сильному эффекту удаления от
рицательных зарядов с поверхности волос за счет нейтрализации. В результате 
у хитозана появляются более ярко выраженные антистатические свойства, чем 
у других катионных поверхностно активных веществ. 

Хитозан хорошо фиксируется на волосах, не отшелушивается и не скатыва
ется, делает волосы более эластичными без ощущения утяжеления и липкости, 
препятствует спутыванию волос за счет формирования на их поверхности по
кровной пленки. Обработка волос средствами, содержащими хитозан, снимает 
электростатический заряд, придает им блеск. Кроме того, хитозан обладает не
которой противоперхотной активностью. Он также нашел применение в сред
ствах для укладки волос, придавая им форму и объем [8-10]. 

Хитозан введен в рецептуру шампуней, бальзамов-ополаскивателей, жидко
го мыла, гелей для душа, средств для укладки и завивки волос. 

В средствах по уходу за кожей хитозан образует защитный слой, снижающий 
трансэпидермальную потерю воды, служит носителем для других ингредиентов, 



не снижая их эффективности, а также повышает эффективность УФ-фильтров. К 
аминогруппам хитозана можно ковалентно присоединить вещества, поглощаю
щие вредоносные УФ-излучения. Кроме того, аминогруппы хитозана, легко всту
пающие в реакцию с химически активными продуктами окисления и деградации 
непредельных жирных кислот (такими, как альдегиды, этоксисоединения и т.п.), 
эффективно защищают от них живые клетки кожи. Хитозан хорошо совместим с 
кожей, оставляет на ней приятное ощущение, делает кожу мягкой и гладкой [11]. 

В качестве компонента дезодорантов хитозан обладает рядом преимуществ 
по сравнению с другими ингредиентами (например, триклозаном или триэтил-
цитратом), а именно повышает дезодорирующий эффект, снижает риск раздра
жения, улучшает адгезию отдушки [12]. 

Благодаря своим бактерицидным свойствам, хитозан используется в проти
вовирусных препаратах, а также любых других рецептурах с целью увеличения 
срока сохранности системы. 

Свойства хитозана в значительной степени зависят от величины его моле
кулярной массы и степени деацетилирования. Хитозан, имеющий самую низ
кую молекулярную массу, показан к использованию для увеличения уровня ан
тимикробных свойств продукта. Следующая молекулярно-массовая градация 
широко используется в продуктах по уходу за кожей и волосами. Самая высо
кая молекулярная масса соответствует хитозану, который обычно используют 
как натуральный вспомогательный ингредиент для улучшения вязкости проду
кта и его стабильности. 

Разработан способ получения гидрогелеобразователя из хитозана. Продукт 
бесцветен и образует с водой высоковязкие гидрогели при концентрациях ниже 
0,15%, отличающиеся однородностью и высокой вязкостью [13]. 

В последние годы начались интенсивные работы по использованию хитоза
на в качестве пленкообразователя для получения микрокапсулированных сис
тем доставки активных ингредиентов, пригодных для использования в космети
ке. Поскольку хитозан формирует однородные и очень тонкие пленки, эти свой
ства стали использовать для отложения хитозана вокруг микрочастиц, предста
вляющих собой активный ингредиент (витамины, отдушки, вкусовые добавки и 
др.). Стабильность активных веществ, находящихся внутри капсул, гораздо вы
ше по сравнению с их некапсулированными формами. Обычно размер таких ча
стиц составляет несколько миллимикрон. Полученный таким образом продукт 
состоит из твердых микрокапсул и имеет порошкообразный вид. Поскольку хи
тозан растворим в кислой водной среде, чтобы избежать растворения хитозано-
вой стенки, микрокапсулы должны быть введены в масляную фазу или водную 
среду с нейтральным или щелочным рН. Микрокапсулы могут быть включены 
в состав помады для обеспечения пролонгированного вкусового эффекта, они 
подходят также для использования в других косметических продуктах, напри
мер, в твердых дезодорантах [14]. Нет сомнения, что подобные формы гидро
коллоидов найдут широкое применение в косметике. За рубежом уже имеется 
опыт применения микрокапсул в новых косметических продуктах. 

Открыта возможность применения раствора хитозана в пластической хирур
гии. Исторически сложилось, что для закрытия раневых поверхностей с XIX ве
ка и до 1990-х годов использовались концентрированные растворы перманганата 
калия (5%-ный раствор), что вызывало дополнительную болевую травму у паци
ентов и длительный отек мягких тканей, образование трещин на коже и иногда 
кровотечения. Как следствие такой обработки возникал химический ожог. Эти 
осложнения удалось исключить, применяя растворы хитозана. Проведенные в 
ЗАО "Академия красоты и здоровья" работы с хитозаном производства ЗАО 



"Биопрогресс" позволили практически полностью исключить необходимость об
работки раневой поверхности растворами марганца. Хитозановые покрытия при
менялись при операциях по поводу гемангиом, лазерных устранений пигментных 
невусов кожи, лазерной коррекции гипертрофических келлоидных рубцов, уст
ранения морщин или рубцовой деформации кожи вследствие "угревой болезни". 
Неоспоримое преимущество хитозанового покрытия в послеоперационном пери
оде для закрытия эпидермальной или дермальной раны заключается в принципи
ально новой технологии течения раневого процесса по сравнению с ранее суще
ствующими препаратами, так как хитозан при наложении на кожу образует полу
проницаемую мембрану, приводящую к выходу через нее послеоперационного 
экссудата. Вследствие этого полностью исключается обработка тканей в после
операционном периоде растворами марганца. Дополнительный положительный 
лечебный эффект определяется благодаря таким качествам хитозансодержащих 
препаратов, как эластичность образующейся биопленки на любом участке лица 
и тела, что улучшает качество жизни пациента в раннем послеоперационном пе
риоде. Кроме того, хитозановые препараты характеризуются отсутствием ток
сичности и аллергенности [15]. 

Интерес косметологов к хитозану по-настоящему велик. На российском 
рынке уже имеется большое разнообразие косметических средств, содержащих 
в своем составе хитозан. Теперь уже можно с определенностью говорить, что 
это продукция не только импортного, но и отечественного производства. Такие 
фирмы, как "Линда" (серия "Муссон"), "Маграв" (серия "Визави"), "Лорен кос-
метик" (серия "Формула моря"), "Элси +" (серия "Домашний косметический са
лон"), "МН-Вуд" (серия "Жемчужина океана"), "Инат-Фарма", "Скена +", "Ми
моза", "Агроветзащита" (серия зоошампуней) освоили хитозан в качестве кос
метического сырья и включили его в свои рецептуры. 
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