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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность 

Интерес к материалам на основе хитозана для применения в качестве 

сорбентов, носителей катализаторов, средств доставки лекарств, скаффолдов для 

культивирования клеток и регенерации тканей неуклонно растет в последние 

несколько десятилетий. По сравнению с гидрогелями широкопористые материалы, 

к которым относят материалы с размером пор более 50 мкм, обладают рядом 

преимуществ. Открытая пористая структура обеспечивает эффективный транспорт 

жидкости через весь объем материала, более высокую механическую прочность 

при больших деформациях, эластичность [1–3]. Для достижения требуемых 

эксплуатационных характеристик материалов различного назначения, полученных 

на основе хитозана, в большинстве случаев требуется сшивка, обеспечивающая их 

стабильность и нерастворимость в широком диапазоне рН. Варьирование типа и 

плотности сшивок влияет на количество свободных аминогрупп, 

биосовместимость и цитотоксичность, является важным инструментом настройки 

механических и сорбционных свойств материалов, их устойчивости к 

ферментативному гидролизу.  

 К настоящему времени разработаны различные подходы к получению 

объёмных широкопористых материалов на основе хитозана. Наиболее 

предпочтительным подходом является формирование пористой структуры в 

процессе сшивки полимера, однако использование для этого темплатов в форме 

мицелл, эмульсий и неорганических частиц увеличивает количество стадий 

получения материала и может приводить к нежелательным изменениям свойств 

материалов из-за неполного удаления темплатов. В связи с этим особенно 

привлекательным способом генерации пористой структуры является 

криогелирование или криотропное гелеобразование, когда темплатами служат 

кристаллы растворителя, легко удаляемые при оттаивании. Для успешного 

применения данного метода к получению криогелей хитозана необходима 
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достаточно высокая реакционная способность сшивающего агента при 

отрицательных температурах в кислой среде, где хитозан полностью растворим. Из 

спектра сшивающих реагентов, наиболее часто применяющихся для сшивки 

хитозана, полностью удовлетворяет этим требованиям только глутаровый альдегид 

(ГА). Однако материалы, сшитые ГА, отличаются токсичностью при высоких 

степенях сшивки, хрупкостью, нестабильностью во времени, интенсивной 

окраской и небольшим размером пор. В связи с чем высокую актуальность 

сохраняет поиск альтернативных ГА реагентов для получения криогелей хитозана.  

Степень проработанности темы 

Наиболее перспективным типом сшивающих реагентов для получения 

криогелей хитозана, на наш взгляд, являются диглицидиловые эфиры (ДЭ). 

Помимо высокой биосовместимости получаемых с их применением материалов, за 

счет высокой гидрофильности ДЭ могут обеспечить дополнительно 

пластифицирующий эффект, решая проблему хрупкости криогелей, сшитых ГА. 

Однако из-за высокой реакционной способности ДЭ только при рН >10, где 

хитозан нерастворим, пористые материалы, сшитые ДЭ, ранее удалось получить 

только путем стабилизации структуры предварительно лиофилизованного 

хитозана (криоструктурата) в щелочной среде при +60 °С [1]. В других работах по 

сшивке хитозана ДЭ в кислых средах реакцию проводили при повышенной 

температуре и, как правило, при мольном избытке ДЭ [4–6]. Задача снижения 

хрупкости материалов на основе хитозана за счет использования гибкоцепных 

сшивающих агентов систематически не решалась, единичные успешные примеры 

ограничиваются введением фрагмента полиэтиленгликоля (ПЭГ) через концевую 

альдегидную группу, что приводит к необходимости очистки продукта реакции 

диализом для обеспечения высокой биосовместимости [7].  

Таким образом, до начала данного исследования успешных примеров 

применения ДЭ с разной длиной цепи для сшивки хитозана в кислых средах в 



7 

 

 

 

частично замороженных растворах известно не было, хотя такие попытки 

предпринимались рядом исследователей.  

Цель работы 

Исследовать взаимодействие диглицидиловых эфиров (ДЭ) с хитозаном в 

кислой среде и разработать способ получения криогелей хитозана с 

настраиваемыми функциональными свойствами с применением ДЭ в качестве 

сшивающих реагентов.  

Для достижения поставленной цели решались следующие научные задачи: 

1. Изучить факторы, влияющие на гелеобразование в растворах хитозана в 

присутствии ДЭ. 

2. Установить корреляции между условиями сшивки хитозана ДЭ в частично 

замороженных растворах, морфологией и свойствами полученных 

криогелей. 

3. Исследовать эффективность применения криогелей хитозана, сшитых ДЭ, в 

качестве сорбентов и носителей катализаторов. 

4. Исследовать цитотоксичность и биосовместимость полученных криогелей 

хитозана, возможность их применения для культивирования клеток и 

регенерации тканей. 

Научная новизна 

1. Впервые изучены особенности гелеобразования в уксуснокислых и 

солянокислых растворах хитозана в присутствии ДЭ. Установлено, что 

причиной низкой эффективности сшивки хитозана ДЭ в уксуснокислых 

растворах является расход ДЭ на побочную реакцию образования сложного 

эфира уксусной кислоты.  

2. Разработан способ получения криогелей хитозана, сшитых ДЭ. Впервые 

показано, что криогели хитозана могут быть получены даже при низкой 

концентрации ДЭ, соответствующей мольному отношению ДЭ:хитозан 1:20. 

Установлено, что одним из важных преимуществ ДЭ перед ГА как 
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сшивающих реагентов является более низкая скорость сшивки, 

обеспечивающая формирование криогелей с большим размером пор 

(до 230 мкм) и более высокой проницаемостью.  

3. Впервые установлены ранее неизвестные корреляции между условиями 

ковалентной сшивки хитозана в частично замороженных растворах, 

морфологией и свойствами криогелей хитозана, сшитых ДЭ. Показано, что 

проницаемость, набухание, механические свойства и устойчивость к 

ферментативному гидролизу криогелей хитозана можно настраивать, 

изменяя длину цепи ДЭ и степень сшивки.  

4. С учетом проницаемости, механических свойств и сорбционной емкости 

криогелей хитозана обоснованы критерии выбора ДЭ и степени сшивки для 

получения эффективных монолитных сорбентов и носителей катализаторов. 

5. Впервые установлено, что морфология клеточных агрегатов, 

формирующихся при 3D культивировании в криогелях хитозана, сшитых ДЭ 

с разной длиной цепи, зависит от состава криогелей.  

Положения, выносимые на защиту 

1. Факторы, влияющие на эффективность гелеобразования в растворах 

хитозана в присутствии ДЭ. 

2. Способ получения криогелей хитозана, сшитых ДЭ, и корреляции между 

условиями получения, морфологией и свойствами криогелей. 

3. Результаты исследования цитотоксичности и биосовместимости криогелей 

хитозана, сшитых ДЭ, и их применения для 3D культивирования клеток. 

4. Экспериментальное обоснование критериев выбора ДЭ и степени сшивки для 

получения на основе криогелей хитозана сорбентов и носителей 

катализаторов.  

Теоретическая и практическая значимость работы  

Впервые показано, что длина цепи ДЭ, рН и природа кислоты, в которой 

растворен полимер, являются основными факторами, определяющими 
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эффективность сшивки хитозана ДЭ как при комнатной температуре, так и в 

частично замороженных растворах. Установленные закономерности прохождения 

целевой и побочной реакций эпоксидных групп с аминогруппами хитозана в 

кислой среде могут быть использованы для расширения методических подходов к 

функционализации хитозана в гомогенных условиях без использования реагентов, 

содержащих альдегидную группу. Практическая значимость исследования 

заключается в разработке способа получения новых широкопористых 

высокоэластичных материалов на основе хитозана (патент РФ № 2699562) для 

применения в клеточных технологиях и тканевой инженерии, сорбции и катализе.  

Методология и методы диссертационного исследования 

Результаты диссертационной работы получены с использованием 

современных методов исследования, включающих ИК-Фурье спектроскопию, 

CHN-анализ, осциляционную реологию, динамический механический анализ, 

конфокальную лазерную сканирующую микроскопию. Сорбционные свойства 

материалов исследованы в статических и в динамических условиях с применением 

для анализа UV-vis спектроскопии. Исследования цитосовместимости криогелей 

проведены на постоянных линиях клеток человека с применением световой 

микроскопии и цитометрии. Биосовместимость криогелей исследована  in vivo 

на животной модели (мыши) в соответствии с общепринятыми этическими 

нормами и правилами Европейской конвенции о защите позвоночных животных, 

используемых для экспериментов или в иных научных целях (ETS №123). 

Достоверность полученных результатов обеспечена применением 

совокупности взаимодополняющих физико-химических методов исследования; 

хорошей воспроизводимостью результатов; использованием статистических 

методов обработки экспериментальных данных; обсуждением установленных 

закономерностей на тематических российских и международных научных 

мероприятиях; публикацией результатов исследования в высокорейтинговых 

рецензируемых научных изданиях.  
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академии наук (Владивосток, 2024); ХХII Менделеевском съезде по общей и 

прикладной химии (Сочи, 2024). 
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Публикации по теме диссертации 

По теме диссертации опубликовано 11 печатных работ, включая 5 статей в 

рецензируемых научных журналах, входящих в международные базы цитирования: 

Polysaccharides, Gels, Biomimetics, Biomacromolecules, Progress on chemistry and 

application of chitin and its derivatives, 1 патент РФ на изобретение и 5 тезисов 

докладов научных конференций. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Диссертационная работа соответствует паспорту специальности 1.4.4 – Физическая 

химия (химические науки) в пунктах: 3. «Определение термодинамических 

характеристик процессов на поверхности, установление закономерностей 

адсорбции на границе раздела фаз и формирования активных центров на таких 

поверхностях»; 9. «Связь реакционной способности реагентов с их строением и 

условиями осуществления химической реакции».  

Структура и объем диссертации 

Работа состоит из введения, пяти глав, выводов, списка сокращений и 

обозначений, списка литературы из 201 наименований. Работа изложена на 134 

страницах, содержит 35 рисунков, 5 схем, 4 таблицы и 2 приложения. 
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ГЛАВА 1 ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

 

Гидрогели и криогели на основе биополимеров привлекают все большее 

внимание для различных применений в биомедицине [8–11], носимой электронике 

[12], адсорбции и обнаружении загрязняющих веществ [2,13,14], катализе [15] и 

других областях. Широкопористые материалы, в том числе криогели на основе 

хитозана нашли применение в качестве средств доставки лекарств с 

контролируемым высвобождением, скаффолдов в тканевой инженерии, раневых 

покрытиях [16–19], сорбентов для извлечения и разделения ионов [20], 

иммобилизации [21] и очистки белков [22]. По сравнению с гидрогелями, криогели 

имеют открытую пористую структуру, обеспечивающую эффективный поток 

жидкости при разделении или инфильтрации клеток в биомедицинских 

устройствах, более высокую механическую прочность, эластичность и быструю 

реакцию на внешние стимулы [23,24]. Все эти характеристики зависят не только от 

природы полимера, но и от условий криогелирования, типа и плотности сшивки, 

которые должны быть настроены так, чтобы имитировать механические свойства 

различных тканей организма [3,25,26] и контролировать скорость резорбции 

полимерной матрицы [3] для биомедицинского применения или обеспечивать 

сохранение достаточного количества активных функциональных групп при 

хороших гидродинамических свойствах для применения в проточных фильтрах и 

реакторах [2]. 

В данном обзоре рассматриваются способы сшивки хитозана, подходы к 

формированию широкопористых материалов на его основе, а также некоторые 

области применения таких материалов. 
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1.1 Способы сшивки хитозана 

 

Варьирование типа и плотности сшивок является важным инструментом для 

настройки механических свойств, набухания, деградации и других характеристик 

ковалентно сшитых полимерных материалов [27–31]. Для достижения требуемых 

эксплуатационных характеристик материалов различного назначения на основе 

хитозана в большинстве случаев также требуется сшивка, обеспечивающая 

нерастворимость полимера в широком диапазоне рН. 

Различают физическую и химическую сшивки. Физические сшивки, 

формируемые, например, за счет образования водородных связей, в большинстве 

случаев имеют обратимый характер, в результате получаются механически 

нестабильные гидрогели. Химическая сшивка даёт в целом более прочные 

структуры с механическими свойствами, типичными для жестких 3D систем.  

За счёт наличия аминных и гидроксильных групп сшивка хитозана может 

происходить с образованием ионной или ковалентной связи [32], а дополнительная 

стабилизация трёхмерной структуры возможна также за счет водородных связей и 

гидрофобных взаимодействий [33,34]. Теоретически хитозан может образовывать 

ионные сшивки с любым химическим соединением, которое обладает по меньшей 

мере двумя анионными функциональными группами – карбоксильными и 

фосфатными группами, сульфогруппами и др. [35]. В литературе наиболее часто 

встречаются примеры ионной сшивки для хитозана с применением фосфорной 

кислоты или полифосфатов [36], лимонной [37], серной [38], дубильной [39] и 

янтарной [40] кислот.  

Ковалентно сшитые гидрогели на основе хитозана получают в кислых средах, 

где хитозан хорошо растворим и обеспечиваются условия сшивки в гомогенной 

системе. Глутаровый альдегид (ГА) [41–43] и дженипин [44,45] вступают в 

реакцию с первичными аминогруппами хитозана, образуя окрашенные основания 

Шиффа. Гелеобразование растворов хитозана в присутствии ГА происходит в 
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течение нескольких минут, а скорость сшивки увеличивается с увеличением рН 

[46,47] за счёт повышения нуклеофильности депротонированных аминогрупп, 

играющих важную роль в процессе сшивки.  

Долгие годы ГА остается наиболее широко используемым сшивающим 

реагентом для хитозана [48–51]. Однако его популярность основана в большей 

степени на низкой стоимости и простоте применения, чем на высоком качестве 

получаемых материалов. Было показано, что ГА цитотоксичен в высоких 

концентрациях, которые необходимы для изготовления материалов с высокой 

механической прочностью [48,49]. Удаление непрореагировавших остатков ГА и 

токсичного боргидрида натрия, используемого для восстановления 

образовавшегося основания Шиффа, может быть трудоемким и дорогостоящим [3]. 

Быстрое гелеобразование хитозана даже при низких концентрациях ГА [46,47] 

препятствует росту кристаллов растворителя в частично замороженных растворах 

и, таким образом, ограничивает возможности контроля размера пор криогелей 

хитозана [52]. 

Помимо ГА существует ещё ряд сшивающих реагентов, способных 

взаимодействовать с хитозаном в кислой среде. Например, диизоцианаты 

реакционно способны при комнатной температуре, но применяются в неводных 

растворителях – толуоле [53] или циклогексане [54]. Диазиды, иногда 

используемые в качестве прекурсоров диизоцианатов в реакциях сшивки, 

разлагаются с образованием диизоцианатов только при нагревании, таким образом 

сшивка не может быть проведена при комнатной температуре [55]. Менее 

распространенным сшивающим реагентом для хитозана является N,N′-

метиленбисакриламид [56]. В щелочной среде наиболее популярным сшивающим 

реагентом является эпихлоргидрин [57]. На Схеме 1 приведены структурные 

фрагменты хитозана, сшитого с использованием наиболее распространенных 

реагентов.  
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Схема 1 – Структурные фрагменты, образующиеся при сшивке хитозана и 

его производных эпихлоргидрином – 1, глутаровым альдегидом – 2, 

гексаметилендиизоцианатом – 3 и N,N′-метиленбисакриламидом – 4 

 

Одним из существенных недостатков материалов на основе хитозана 

является их хрупкость, что, например, существенно ограничивает самостоятельное 

применение осажденного в щелочной среде или неводных растворителях хитозана 

в тканевой инженерии [5]. Помимо использования пластификаторов (глицерина, 

органических кислот), распространенным способом повышения эластичности 

полимерных материалов является использование гибкоцепных сшивающих 

реагентов с достаточно большой длиной цепи. В первую очередь это реализуется с 

применением полиэтиленгликоля (ПЭГ) [58]. С целью получения инжектируемого 

геля хитозана такой подход к повышению эластичности был применен с 

использованием производного ПЭГ с концевой альдегидной группой [59]. На 

первом этапе хитозан был модифицирован ПЭГ с концевой альдегидной группой с 

получением имина (основание Шиффа), который затем был восстановлен 

цианоборгидридом натрия NaCNBH3 (Схема 2). Минимальное содержание 

привитого ПЭГ для обеспечения растворимости хитозана в воде составляло около 

36 массовых %. Авторы показали, что существует определенный диапазон 

содержания ПЭГ в сополимере с хитозаном, за пределами которого 
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термообратимый золь-гель переход невозможен. Оптимальное содержание ПЭГ в 

хитозане в данном исследовании составило 45–55 массовых %. 

 

 

 

Схема 2 – Схема прививки ПЭГ к хитозану [59]  

 

Похожий способ получения ковалентно сшитых каркасов на основе хитозана 

с использованием ПЭГ и формальдегида предложен в работе [7]. Реакцию 

осуществляли следующим образом: 1 г хитозана растворяли в 1%-ной уксусной 

кислоте, добавляли 750 мг ПЭГ с молекулярной массой 1.5 кДа и 30 мкл 

формальдегида и выдерживали реакционную смесь 24 ч при комнатной 

температуре. ПЭГ вступал в реакцию с основанием Шиффа, полученным в 

результате взаимодействия формальдегида с первичной аминогруппой хитозана. 

Для обеспечения цито- и биосовместимости полученный гель диализовали 

относительно бидистиллированной воды в течение 48 ч, замораживали при 

температуре –20 °C и затем лиофилизовали для формирования пористого каркаса. 

По сравнению со сшивающими реагентами, имеющими концевые 

альдегидные группы, более перспективными сшивающими реагентами для 

биомедицинского применения являются диглицидиловые эфиры (ДЭ) [60]. 

Например, диглицидиловый эфир 1,4-бутандиола (ДЭБД) используют в качестве 
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сшивающего реагента в большинстве филлеров на основе гиалуроновой кислоты. 

Стабильность и безопасность материалов, сшитых ДЭБД, делают его 

промышленным стандартом в косметологии [60]. Также ДЭ используют для 

консервации биологических тканей и стабилизации тканеинженерных 

конструкций, использующихся в качестве имплантатов [61]. Хотя методика 

фиксации тканевых клапанов биопротезов ГА применяется уже около 30 лет, 

считается, что решение имеющихся проблем кальцификации и 

иммуномодулированного воспаления может быть достигнуто только путем 

разработки альтернативных методов фиксации без использования ГА [62].  

Известно, что ДЭ взаимодействуют с белками (коллаген, желатин) и 

полисахаридами (крахмал, целлюлоза, хитозан) через аминные, гидроксильные или 

карбоксильные группы [63]. Для установления механизма сшивки белков ДЭ 

авторы работы [64] исследовали степень и скорость сшивки коллагена ДЭБД. 

Скорость сшивки была заметно ниже, чем при использовании ГА. При этом сшивка 

в щелочной среде протекала по аминогруппам остатков гидроксилизина, что 

приводило к получению жесткого и хрупкого материала, тогда как в кислой среде 

сшивка проходила по карбоксильным группам остатков аспарагиновой или 

глутаминовой кислот с получением эластичного материала. Сшивка гиалуроновой 

кислоты диглицидиловым эфиром полиэтиленгликоля (ДЭПЭГ) осуществлялась в 

сильнощелочной среде с образованием устойчивой к деградации эфирной связи   

C–O–C [65]. 

Из-за высокой реакционной способности ДЭ преимущественно при рН > 10 

[66,67] и нерастворимости хитозана в щелочных средах этот тип сшивающих 

веществ ранее практически не использовался для сшивки хитозана и применялся в 

основном для получения гидрогелей из производных хитозана, растворимых в 

широком диапазоне рН, таких как карбоксиметилхитозан (КМХ) [68] и гликоль 

хитозана [69]. В работе [70] пленки хитозана, сформированные осаждением в 

щелочном растворе, сшивали ДЭБД в изопропаноле при мольном отношении 
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диэпоксида к аминогруппам хитозана 0.5:1, 1:1 и 5:1. Установлено, что даже при 

максимальном мольном избытке ДЭБД степень модификации хитозана 

сшивающим реагентом составила не более 25–35%. 

Ограниченные примеры реакций ДЭ с хитозаном в кислых средах включают 

отверждение при +160–200 °C покрытий на основе диглицидилового эфира 

бисфенола А (ДЭБА) хитозаном из уксуснокислого раствора [4]; сшивку 

гидрогелевых пленок из растворов хитозана в 0.4% и 2% уксусной кислоте с 

использованием ДЭПЭГ при +80 °C [5]; изготовление нановолоконных матов из 

гидрогеля хитозан/ПВА с использованием ДЭЭГ в качестве сшивающего реагента 

для хитозана в растворе муравьиной кислоты при +60 °C [6].  

В работе [5] описан пример сшивки хитозана ДЭПЭГ в 0.4 % и 2 %-ных 

растворах уксусной кислоты с получением гидрогелевых плёнок. Авторы 

варьировали молекулярную массу ПЭГ (1000, 2000 и 4000 Да) и его массовое 

содержание. Было установлено, что в 2 % растворе уксусной кислоты сшивка не 

наблюдалась даже при большом избытке ДЭПЭГ, что авторы связали с низкой 

нуклеофильностью полностью протонированной в этих условиях аминогруппы 

хитозана. Когда реакцию сшивки проводили в 0.4 % растворе уксусной кислоты, то 

есть при минимальной ее концентрации, необходимой для растворения хитозана, 

гидрогели удалось получить при температуре +80 ºС и мольных соотношениях 

хитозан:ДЭПЭГ 1:0.3, 1:0.6, 1:0.9, 1:1.2 и 1:1.45. При этом с увеличением массового 

содержания ПЭГ в пленках хитозана наблюдали увеличение относительного 

удлинения при разрыве, т.е. повышение эластичности, которое достигалось за счет 

снижения прочности пленки.  

Однако ни в одном из упомянутых выше исследований не было представлено 

убедительных доказательств причин низкой эффективности сшивки хитозана ДЭ в 

кислой среде. 
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1.2 Способы получения широкопористых полимерных материалов  

 

Особое место среди полимерных материалов занимают макропористые 

(широкопористые) материалы с диаметром пор от нескольких десятков до 

нескольких сотен микрометров и толщиной стенок в несколько микрометров [71]. 

Несмотря на то, что согласно классификации ИЮПАК, макропорами считаются 

поры с диаметром более 50 нм, для рассматриваемых в данном обзоре материалов, 

получаемых в форме монолитов с высокой проницаемостью и открытой пористой 

структурой, больше подходит классификация пор по размерам, принятая в науках 

о жизни [71], согласно которой нанопоры имеют диаметр (d) < 0.1 мкм, мезопоры 

0.1 мкм < d < 100 мкм, макропоры d > 100 мкм. Для описания материалов с 

диаметром пор более 10 мкм в русскоязычной литературе чаще встречается термин 

широкопористые. 

 

1.2.1 Лиофилизация 

Лиофилизация (сублимационная сушка) – метод получения широкопористых 

материалов, включающий в себя стадии замораживания раствора полимера с 

последующим удалением растворителя в вакууме (рисунок 1). Пористость, 

толщина стенок и размеры пор материалов, полученных этим способом, в основном 

зависят от давления и температуры при вакуумной сушке и концентрации 

полимера [72]. 

 

Рисунок 1 – Схема получения пористого материала лиофилизацией. На 

СЭМ -изображении для примера представлена структура губки из 

карбоксиметилцеллюлозы и хитозана, полученной методом лиофилизации из 

раствора с массовым соотношении полимеров 4:6 при рН 5 [73]  
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В простейшем варианте после лиофилизации раствора хитозана, полученный 

пористый материал обрабатывают щелочными растворами или неводными 

растворителями [74], однако это не решает проблему растворимости в кислых 

средах.  

Для расширения рН интервала стабильности таких материалов после 

перевода хитозана в нерастворимую форму, пористый каркас сшивают теми же 

реагентами, которые используются для получения гидрогелей хитозана. Так, 

сшивку криоструктурата, полученного путем лиофилизации уксуснокислого 

раствора хитозана, проводили с применением дженипина. Авторы отметили, что в 

этом случае появление синего цвета, характерного для ковалентно сшитого 

дженипином геля хитозана, наблюдали значительно позже по сравнению со 

сшивкой в растворе, что объясняли затрудненной диффузией сшивающего реагента 

в гетерогенных условиях [75].  

Лиофилизацией с последующей ионной сшивкой получили пористые губки 

хитозана для регенерации костной ткани [76]. Для этого 3 %-ный раствор хитозана 

в уксусной кислоте лиофилизовали, затем сшивали 5 %-ным раствором 

триполифосфата и вновь подвергали лиофильной сушке. Полученные таким 

способом хитозановые губки имели пористую структуру с диаметром пор 100–200 

мкм, способствующую пролиферации остеобластов крыс.  

Лиофильную сушку готовых гидрогелей применяли также для получения 

пористых материалов на основе полиакриламида (ПАА) и хитозана, сшитых 

акриламидом (ААм) и N,N’-метиленбисакриламидом (БААм) [77]. Мольное 

соотношение БААм:ААм варьировали в диапазоне 1:80–1:20. Хитозан (12.6 

массовых %) добавляли в каждую реакционную смесь, которую последовательно 

охлаждали до 0 ºC на ледяной бане, продували азотом в течение 20 мин, а затем 

добавляли 1 мл водного раствора персульфата аммония. Всю смесь перемешивали 

еще около 20 с, затем погружали в термостатируемую баню при 22 ºC на 24 ч. 

После полимеризации набухшие образцы гелей замораживали в жидком азоте и 
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лиофилизовали. Гидрогель, полученный при pH 5 при соотношении БААм к ААм 

1:80, имел поры с размерами в диапазоне 25–30 мкм. Стенки пор таких гидрогелей 

были более тонкими по сравнению с гидрогелями, сшитыми при том же значении 

рН, но при соотношении 1:20. С увеличением количества сшивающего реагента 

(БААм) получились структуры с размером пор около 45–50 мкм. А с увеличением 

рН реакционной смеси до 6, размер пор в гидрогелях ПАА/хитозан уменьшился до 

10–15 мкм.  

В работе [78] гидрофильные композитные губки были получены физической 

сшивкой хитозана и гидроксибутил хитозана при массовом соотношении 1:3, 1:2 и 

1:1 с последующей заморозкой и сушкой в вакууме. Наличие взаимодействия 

гидроксибутил хитозана с гидроксильными группами хитозана было подтверждено 

методами ИК и 1Н ЯМР-спектрометрии. Композитные губки имели более высокую 

пористость (около 85 %), степень набухания и более низкий индекс 

свертываемости крови по сравнению с однокомпонентными хитозановыми и 

гидроксибутилхитозановыми губками.  

Общими недостатками способа получения материалов методом 

лиофилизации являются многостадийность процесса, ограниченные возможности 

контроля размера пор, неоднородность матрицы на границе раздела с воздухом, 

высокие экономические затраты на специальное оборудование [79].  

 

1.2.2 Пенообразование 

Вспенивание исходных растворов полимеров или мономеров, как один из 

методов генерирования пор, заключается в том, что реакционную смесь насыщают 

пенообразователем, например, углекислым газом, азотом или другим газом, при 

высоких давлениях [80]. Затем давление снижается, что приводит к снижению 

растворимости газа, образованию и росту пузырьков газа в растворе, содержащем 

прекурсоры гидрогеля. В процессе сшивки полимера или полимеризации 

мономеров пузырьки газа формируют поры (рисунок 2). Полученные таким 
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способом материалы обычно обладают низкой плотностью и высокой площадью 

поверхности [74].  

В работе [44] сверхкритический диоксид углерода (CO2) использовали в 

качестве «зеленого» порогена для гидрогелей хитозана, сшитых ГА и дженипином. 

Таким образом были получены материалы с порами диаметром 30–40 мкм.  

 

 

Рисунок 2 – Схема получения широкопористого материала с 

использованием пенообразователей. На СЭМ-изображении представлена 

для примера структура гидрогеля хитозана, сшитого ГА, после насыщения 

раствора CO2 под давлением 60 бар [44] 

 

В работе [81] полисахаридные пены с размером пор 50–500 мкм получали на 

основе альгината, гиалуроната, каррагинанов, хитозана и крахмала путем 

механического вспенивания водного раствора полимера. Размер пор регулировали, 

варьируя интенсивность и время вспенивания реакционной смеси. 

Известно получение пористых губок для пластической реконструкции 

повреждённых костных тканей на основе хитозана с молекулярной массой более 

300 кДа [82]. Пористая структура формировалась в результате выделения 

углекислого газа, образующегося при введении карбоната аммония в исходный 

раствор хитозана. После отверждения, промывки в этаноле и сушки получили 

пластичную широкопористую губку с пористостью более 85 %. Недостатком этого 

метода является то, что он не позволяет эффективно регулировать размер пор, 

требует тщательной отмывки материала от вспомогательных веществ, а 

полученные материалы при длительном нахождении в растворах набухают с 

нарушением пористой структуры. 
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В работе [83] широкопористые материалы на основе хитозана были получены 

путем сочетания методов микроволнового облучения и пенообразования. В 2 % 

раствор хитозана в уксусной кислоте добавляли сшивающий реагент глиоксаль и 

пенообразователь NaHCO3, быстро перемешивали и помещали в микроволновую 

печь на 90 с. Таким образом, реакции сшивки и пенообразования проходили 

одновременно. После промывки гидрогелей дистиллированной водой для удаления 

непрореагировавших компонентов образцы замораживали и сушили в лиофильной 

сушке. Пористые материалы имели связную структуру пор с диаметром 400–600 

мкм. 

 

1.2.3 Выщелачивание темплатов  

Сущность метода заключается в том, что реакцию гелеобразования проводят 

в присутствии порогенов, например, частиц кремнезема и карбонатов, кристаллов 

солей, которые по завершению реакции удаляют из трехмерных матриц 

различными растворителями (NaOH, спирт и т.п.) [84]. Размеры пор в таких 

материалах можно регулировать, варьируя размер частиц порообразователя 

(рисунок 3).  

Таким способом с использованием в качестве порогенов частиц ацетата 

натрия из растворов хитозана были получены трехмерные пористые материалы с 

размерами 200–500 мкм для применения в тканевой инженерии [85]. Смесь, 

содержащую 60 % или 90 % соли от массы полимера, заливали в форму, 

замораживали при - 70 °C в течение 24 ч, а затем лиофилизовали. 3D-структуры, 

полученные при содержании ацетата натрия 90 %, имели множественные мелкие 

поры размером 7–30 мкм между основными порами с размером 200–500 мкм 

(рисунок 3). Модули Юнга полученных материалов составили 14.4 ± 1.8 кПа и 

12.7 ± 1.3 кПа при содержании ацетата натрия 60 % и 90 % соответственно.  
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Рисунок 3 – Схема получения широкопористого материала 

выщелачиванием порообразующего темплата. На СЭМ-изображении 

представлена для примера структура скаффолда хитозана, полученного при 

содержании ацетата натрия 60 % [85]  

 

Для оптимизации условий синтеза пористых материалов с контролируемой 

пористой структурой метод выщелачивания темплатов часто совмещают с 

лиофильной сушкой. Такой подход был применен в работе [86] для получения 

пористых частиц хитозана, сшитых дженипином. Роль порообразователя выполнял 

ПЭГ. В 1.5%-ный уксуснокислый раствор хитозана добавляли ПЭГ до массовых 

соотношений хитозан:ПЭГ 15:85 и 50:50, затем полученный раствор по каплям 

добавляли в ванну с 10 %-ным раствором NaOH, интенсивно перемешивая. 

Полученные частицы хитозана последовательно промывали водой до нейтральной 

реакции, сшивали 0.05 %-ным раствором дженипина в течение 5 мин и 

выдерживали в водном растворе при постоянной температуре +90 °С в течение 12 ч 

для выщелачивания порогена. Далее частицы замораживали при –80 ° С и 

лиофилизовывали. Хитозановые гранулы имели поры размером около 15 ± 0.9 мкм 

и 1.5 ± 0.1 мкм для образцов с массовым соотношением хитозан: ПЭГ 15/85 и 50/50 

соответственно. 

К недостаткам метода выщелачивания порообразователей относят сложность 

удаления всех частиц порообразователя из матрицы, многостадийность процесса, а 

также необходимость применять органические растворители для удаления 

органических темплатов и концентрированные растворы кислот и щелочей при 

удалении неорганических темплатов после сшивки. 
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1.2.4 Криогелирование или криотропное гелеобразование 

Криогели – это трехмерные полимерные материалы со взаимосвязанными 

каналами макропор, которые образуются кристаллами растворителя, чаще всего 

воды, при физической или химической сшивке полимеров или полимеризации 

мономеров в частично замороженном растворе (рисунок 4) [26, 51].  

Одним из специфических эффектов, характерных для формирования 

криогелей, является криоконцентрирование [89]. Это особенность гелеобразования 

в частично замороженных многокомпонентных растворах, где часть компонентов 

реакционной смеси вытесняется из формирующихся кристаллов растворителя и 

попадает в незамерзшие микроканалы, в ограниченном пространстве которых в 

последствии проходит полимеризация мономеров или сшивка полимеров. 

Благодаря эффекту криоконцентрирования ускоряются химические реакции, и 

становится возможным формирование сшивок в растворах с низкой концентрацией 

компонентов, в которых при комнатной температуре сшивки не происходит.  

 

 

Рисунок 4 – Схема получения криогеля из раствора полимера  

(СР – сшивающий реагент) 

 

Переход от режима гелеобразования к режиму криогелирования происходит 

за счет криоконцентрирования компонентов до начала реакции гелеобразования. В 

случае, если замораживание раствора и образование кристаллов растворителя 

происходит уже после точки гелеобразования, правильная пористая структура не 
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формируется, а лиофилизация уже сформированного геля не приводит к 

получению материалов, аналогичных по свойствам криогелям. Это хорошо видно 

из представленного ниже примера получения пористых материалов на основе 

фиброина шелка двумя разными способами. Типичные изображения набухших и 

лиофилизованных образцов гидрогеля и криогеля фиброина шелка, сшитых ДЭЭГ, 

представлены на рисунке 5. Гели и криогели фиброина шелка получали из 

растворов одного состава, но криогель был получен сшивкой при – 18 °С, а 

гидрогель – при +  50 °С [90]. После лиофилизации только криогель сохранял свою 

первоначальную форму и однородность структуры, что хорошо видно на фото 

поперечного сечения. СЭМ-изображения этих образцов (рисунок 5) также 

доказывают, что цилиндрическая форма гидрогелевой матрицы после 

лиофилизации деформирована, а пористая структура неоднородна. Механически 

стабильная и однородная матрица криогеля, напротив, характеризуется 

упорядоченной структурой взаимосвязанных пор, разделенных толстыми 

стенками.  

 

Рисунок 5 – Фотоизображения внешнего вида в набухшем и сухом 

состояниях и СЭМ-изображения структуры образцов криогеля (верхний ряд) и 

гидрогеля (нижний ряд) фиброина шелка, сшитых ДЭЭГ при – 18 и + 50 °С 

соответственно [90] 

 

Известно, что свойства и морфология криогелей зависят от температуры 

гелеобразования, природы используемого растворителя, концентрации 
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гелеобразующих компонентов, присутствия других растворенных веществ, 

скорости замораживания и оттаивания, режима замораживания, 

продолжительности выдержки в замороженном состоянии и некоторых других 

факторов [91,92]. В таблице 1 представлены примеры того, как различные 

параметры получения криогелей влияют на их структуру и свойства. Размер пор, 

толщина и плотность стенок являются ключевыми параметрами, влияющими на 

характеристики криогеля. Размер пор значительно влияет на гидродинамические 

свойства криогелей (проницаемость для потока жидкости), а толщина и плотность 

стенок определяют их макроскопические механические свойства [93].  

 

Таблица 1 – Параметры, регулируемые в процессе криотропного гелеобразования, 

и их влияние на свойства криогелей  

Параметр Эффект Ссылка 

Молекулярная 

масса полимера 

Использование растворов полимеров с более низкой 

молекулярной массой приводит к получению 

криогелей с более крупными порами по сравнению с 

растворами полимеров с более высокой 

молекулярной массой. 

[94] 

Степень и тип 

сшивки 

Увеличение степени сшивки приводит к снижению 

степени набухания криогелей и повышению их 

жесткости (модуль Юнга) и прочности. При 

физической сшивке обычно образуются криогели с 

небольшими размерами пор (< 100 мкм). 

[71] 

Температура 

криогелирования 

Снижение температуры криогелирования приводит к 

уменьшению размеров пор и толщины их стенок. 

[95–97] 

Скорость 

охлаждения 

Если скорость сшивки значительно меньше, чем 

скорость кристаллизации растворителя, 

формируются криогели с большим размером пор. 

[98] 

Степень 

ионизации 

функциональных 

групп 

Увеличение степени ионизации функциональных 

групп полимера приводит к уменьшению размера 

пор криогеля. 

[99] 

 

Поскольку метод криогелирования предъявляет к сшивающим реагентам 

дополнительные требования, из достаточно широкого списка сшивающих 
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реагентов, рассмотренных в разделе 1.1, полностью удовлетворяет требованиям 

для сшивки хитозана в частично замороженных растворах только ГА. ГА 

достаточно реакционноспособен при отрицательных температурах и рН < 5.5, при 

котором хитозан полностью растворим.  

Никоноров и др. [95] исследовали свойства и морфологию криогелей 

хитозана, сшитых ГА при разных температурах ( –10, –15, –25 и –30 °С) и мольных 

соотношениях ХТЗ : ГА ( 2.5:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 и 25:1). При фиксированном 

мольном соотношении ХТЗ : ГА 5:1 криогели с порами наименьшего сечения (44.3 

мкм) были получены при самой низкой температуре (–30 °С), а с самыми крупными 

(72.3 мкм) – при –15 °С, а не при самой высокой в ряду температуре –10 °С, как 

можно было ожидать. Зависимость выхода гель-фракции, степени набухания и 

проницаемости криогелей от температуры практически во всех случаях имеет 

форму колокола, проходя через максимум [91], что обусловлено эффектами 

переохлаждения раствора при температуре ниже нуля. Так, переохлаждение в 

системе раствор хитозана/ГА при температуре –10 °С приводит к образованию 

кристаллов льда меньшего размера, чем при температуре –15 °С. Размер пор 

криогелей хитозана коррелировал с их проницаемостью, в данном случае с 

максимальной скоростью потока жидкости, протекающей через образец при 

давлении на него столба жидкости высотой 1 м. 

Таким образом, температура замораживания и время роста кристаллов льда 

являются одними из наиболее эффективных инструментов управления структурой 

пор и гидродинамическими характеристиками криогелей без кардинального 

изменения их состава. В работе [96] предложен метод получения криогелей 

хитозана с регулируемым размером пор путем жесткого контроля температурных 

условий на каждой из пяти стадий получения из реакционной смеси ХТЗ (2 %) и 

ГА (1 %): 1) предварительное охлаждение при –6 °С в течение 5 мин; 2) 

предварительная кристаллизация при –20 ºС в течение 80 с; 3) рост кристаллов 

(температуру варьировали от –1.5 до –20 ºС, а время выдержки – от 30 мин до 24 
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ч); 5) замораживание при –20 ºС в течение 24 ч и оттаивание. Стадия роста 

кристаллов была ключевым этапом, определяющим морфологию криогеля. Более 

высокая температура и более длительное время роста кристаллов приводили к 

образованию более крупных пор. Когда время роста кристаллов было постоянным 

(30 мин), диаметр пор увеличивался с увеличением температуры замерзания, поры 

диаметром 60 мкм получены при температуре –20 °С, а с диаметром 135 мкм – при 

–1.5 °С. При постоянной температуре ( –1.5 °C) и времени роста кристаллов 24 ч 

диаметр пор криогеля составил 235 мкм. Таким образом, тонкая настройка 

температуры и времени роста кристаллов позволила получить криогели хитозана с 

диапазоном размеров пор от 60 до 235 мкм и проницаемостью, отличающейся в 2.5 

раза. 

Сшивка хитозана, как и любая реакция, сопровождающаяся увеличением 

молекулярной массы полимера, приводит к росту вязкости системы [94]. В работе 

[96] установлено, что в растворах хитозанов с молекулярной массой 190, 467 и 

600 кДа в интервале температур от –30 до –10 °С с наибольшей эффективностью 

криогелирование в результате сшивки ГА проходило в растворах хитозана с 

наименьшей длиной цепи, что объясняется меньшей вязкостью реакционной среды 

и как следствие, высокой подвижностью реагентов.  

Очевидно, что и количество сшивающего реагента также будет влиять на 

распределение пор по размерам в структуре криогеля. Так, криогели хитозана, 

сшитые ГА при температуре –20 °C путем комбинации методов криогелирования 

и выщелачивания порогенов, описаны в работе [14]. Сшивку хитозана проводили в 

присутствии частиц ПММА для получения пористой структуры с более рыхлыми 

стенками макропор. Массовое количество ГА варьировали от 2.5 до 7 % при 

фиксированных остальных параметрах: концентрация раствора хитозана – 2 %, 

массовое соотношение ХТЗ:ПММА 1:4, время замораживания – 24 ч.  

Как и ожидалось, при максимальной концентрации сшивающего реагента 

были получены криогели с минимальным размером пор до 90 мкм (рисунок 6).  
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Рисунок 6 − Фотоизображения внешнего вида (верхний ряд) и СЭМ-

изображения (нижний ряд) структуры криогелей хитозана, полученных при 

температуре –20 °С из 2 %-ного раствора хитозана сшивкой ГА при концентрации 

2.5 % (A), 5 % (Б) и 7 % (В) [14] 

 

Модуль Юнга (жесткость) и прочность криогелей увеличивались с 

увеличением содержания сшивающего реагента (рисунок 7).  

 

 

Рисунок 7 – Деформационные кривые (А) и модули Юнга (Б) набухших 

криогелей хитозана, полученных при температуре –20 °С из 2 %-ного раствора 

хитозана при концентрации ГА 2.5 % (CSGA2.5), 5 % (CSGA5)и 7 % (CSGA7) [14] 

 

Криогели, полученные из 2.5 %-ных растворов хитозана при температуре 

– 20 °С комбинацией методов криогелирования, разделения фаз и сшивки при 
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разных концентрациях ГА (0.25, 0.375 и 0.5 %), имели иерархическую пористую 

структуру [100]. Для разделения фаз использовали растворитель н-бутанол. При 

концентрации ГА 0.25 % бимодальная пористая структура с размерами пор 25–50 

мкм и 4–10 мкм формировалась в результате криогелирования и разделения фаз 

соответственно (рисунок 8А-1). Контрольный криогель, полученный без 

использования н-бутанола, имел однородную пористую структуру с диаметром пор 

около 75 мкм (рисунок 8А-2), что подтверждает возможность регулирования 

пористой структуры путём комбинирования методов порообразования. 

Механические свойства полученных криогелей можно настраивать, варьируя 

концентрацию сшивающего реагента. Так, увеличение концентрации ГА с 0.25 до 

0.5 % привело к увеличению модуля Юнга криогелей с 18.25 до 25.26 кПа (рисунок 

8Б).  

 
Рисунок 8 – СЭМ-изображения (А) структуры криогелей хитозана, сшитых при 

концентрации ГА 0.25 % в присутствии н-бутанола (1) и без него (2); 

деформационные кривые (Б), записанные при одноосном сжатии криогелей 

хитозана, сшитых в присутствии н-бутанола при концентрации ГА 0.25 % 

(Cryogel A), 0.375 % (Cryogel B), 0.5 % (Cryogel C) и без н-бутанола при 

концентрации ГА 0.25 % (Control) [100] 

 

Проблема низкой эффективности сшивки хитозана ДЭ в кислой среде для 

получения пористых материалов была частично решена с помощью трудоёмкого 

многоэтапного подхода, включающего замену воды в замороженных растворах 

хитозана ацетоном при –20 °С, сушку и сшивку сухих криоструктуратов ДЭПЭГ в 
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щелочной среде при +60 °С [1]. Однако, полученные материалы нельзя считать 

криогелями, так как сшивка происходила уже после формирования пористой 

структуры. 

 

1.3 Применение криогелей хитозана 

 

1.3.1 Сорбенты на основе криогелей хитозана 

Одной из важнейших областей применения хитозана и его производных 

является очистка вод от различных типов поллютантов, включая ионы тяжелых 

металлов и красители. Благодаря тому, что хитозан является одним из наиболее 

эффективных комплексообразователей в ряду природных полимеров, потенциал 

его применения для извлечения ионов металлов из природных и сточных вод 

широко обсуждается в литературе. В обзоре [38] детально рассмотрены 

кинетические и термодинамические аспекты сорбции ионов металлов хитозаном и 

хитин/хитозан-содержащей биомассой, проведен анализ влияния таких факторов 

как источник происхождения, форма полимера (хлопья, гранулы, пленки, волокна, 

мембраны и т.п.), его физические свойства (плотность, пористость, площадь 

поверхности, степень кристалличности) и условия применения (рН, температура, 

скорость перемешивания в статических или скорость потока в динамических 

условиях) на эффективность сорбционного извлечения ионов металлов. 

На основе хитозана разработан криогель, модифицированный оксидами меди 

и цинка, для высокоэффективного удаления мышьяка из питьевой воды [101]. 

Авторы отмечают, что за 2 ч контакта с криогелем степень извлечения мышьяка из 

водного раствора составила 76 %. Высокая эффективность сорбции и возможность 

регенерации полученного материала делают его потенциальным кандидатом для 

разработки недорогих фильтров для извлечения мышьяка.  

Предложен способ получения композитного криогеля хитозана, сшитого ГА 

и модифицированного природным цеолитом (клиноптолитом), для извлечения 
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ионов Cu2+, Zn2+, Ni2+, Fe3+ и Cr3+ из промышленных сточных вод с максимальной 

сорбционной емкостью 61.10, 18.67, 12.24, 53.46 и 0.85 мг/г соответственно [102]. 

Установлено влияние нескольких параметров (массы сорбента, времени контакта, 

рН, начальной концентрации ионов металлов и температуры) на эффективность 

извлечения ионов металлов. Оптимальные значения рН для эффективного 

извлечения ионов Cu2+, Zn2+, Ni2+, Fe3+ и Cr3+ составили 5.0; 5.0; 4.5; 4 и 3.5 

соответственно.  

Для увеличения сорбционной ёмкости по отношению к ионам Cu2+ был 

разработан метод функционализации гранул криогеля хитозана, сшитого ГА, 

фрагментами этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА) [103]. Сорбционная 

ёмкость криогеля хитозан-ЭДТА составила 168 мг/г, что в четыре раза выше по 

сравнению с емкостью немодифицированного криогеля.  

Композитные широкопористые криогели поливиниловый 

спирт(ПВС)/хитозан, содержащие до 6 % хитозана, были испытаны в качестве 

сорбентов для извлечения ионов Cu2+ [104]. Максимальная сорбционная ёмкость 

составила всего 0.12 ммоль/г (7.88 мг/г), что значительно ниже, чем для 

большинства описанных в литературе сорбентов из-за низкого массового 

содержания активного компонента (хитозана) в матрице (ПВС), не обладающей 

сорбционными свойствами, но обеспечивающей улучшение кинетики сорбции за 

счёт пористой структуры. Примеры получения монолитных сорбентов для 

применения в сорбционных колонках на основе хитозана без вспомогательных 

полимеров немногочислены, но, тем не менее, представлены в литературе [93].  

Для повышения сорбционной ёмкости хитозана и расширения спектра 

элементов, которые могут быть извлечены из растворов, криогели хитозана, 

сшитые ГА при соотношении ГА/NH2  0.02 моль/моль, были модифицированы 

пиридоксаль-5'-фосфатом (ПФ), а их сорбционные свойства исследованы по 

отношению к ионам Cu2+ и уранил-ионам [2]. Сорбцию ионов Cu2+ исследовали 

только в статических условиях из растворов CuSO4 в диапазоне концентраций 
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0.005-0.1 моль/л. После обработки криогеля хитозана, модифицированного ПФ, 

раствором NaBH3CN для восстановления иминных связей, сорбционная емкость 

материала по отношению к ионам Cu2+ увеличилась с 3 ммоль/г до 4.1 ммоль/г. 

Сорбцию уранил-ионов исследовали в статическом и динамическом режимах на 

модельных растворах UO2SO4 в диапазоне концентраций от 1.2·10-6 до 3.7·10-3 

моль/л. Статическая сорбционная емкость криогеля хитозана, модифицированного 

ПФ, составила 2.1 моль/г, что более чем в 10 раз выше емкости 

немодифицированного криогеля. При пропускании раствора UO2SO4 с 

концентрацией 4.2·10-6 моль/л при pH 5.0 через колонку с монолитным криогелем 

(объем 1 мл) проскок уранил-ионов наблюдали через 2 и 140 колоночных объемов 

для исходного и модифицированного криогелей соответственно.  

Селективные по отношению к ионам Cu2+ криокомпозиты на основе хитозана 

были получены комбинацией методов криогелирования и ионного импринтинга 

[106]. Одновременно проводили сшивку комплексов Cu2+/ХТЗ глутаровым 

альдегидом и полимеризацию акриламида в присутствии N,N’-

метиленбисакриламида. Установлены оптимальные концентрации акриламида 

(15 массовых %) и хитозана (2 массовых %), при которых были получены 

материалы, имеющие трубчатую пористую структуру со связными параллельными 

микроканалами, расстояние между стенками которых составило 25 ± 2 мкм. 

Сорбцию ионов Cu2+ на криокомпозитах осуществляли при рН 4.5 из водных 

двухкомпонентных растворов, содержащих мешающие ионы Co2+, Ni2+, Zn2+ или 

Pb2+ в концентрации 200 мг/л. Максимальная сорбционная ёмкость композита по 

ионам Cu2+, рассчитанная с применением модели Ленгмюра, составила 260 мг/г. 

Сорбционные свойства криогелей хитозана, сшитых ГА, по отношению к 

пестициду Fastac 10EC исследовали в нескольких последовательных циклах 

адсорбции/десорбции [14], варьируя рН от 3 до 10 ед., время контакта от 1 до 48 ч 

и начальную концентрацию поллютанта в диапазоне 0.09–0.36 мг/л. Максимальная 

сорбционная ёмкость материала при оптимальных условиях составила 160.82 мг/г.  
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В работе [105] продемонстрировано эффективное извлечение наночастиц 

серебра с использованием криогеля хитозана, сшитого ГА (рисунок 9). Криогель 

был получен при температуре –15 °C из 1.4 %-ного раствора хитозана при 

концентрации ГА 0.25 %. Сорбционная ёмкость криогеля составила 63 мг/г при 

концентрации серебра в исходном раствора 14 мг/л и скорости потока 0.8 мл/мин, 

что позволяет очистить одним граммом сорбента около 4.5 л воды с 

эффективностью 96.5 %. 

 

 

Рисунок 9 – Лабораторная установка для извлечения наночастиц серебра 

криогелем (1,2); фотоизображения криогеля до (3) и после (4) сорбции наночастиц 

серебра [105] 

 

Применение для сшивки хитозана ГА в концентрациях, необходимых для 

обеспечения достаточной прочности криогелей, приводит к значительному 

снижению содержания свободных аминогрупп и, соответственно, сорбционной 

активности хитозана. Для решения этой проблемы Драган с соавторами [107] 

разработали криогели хитозан/полиэтиленимин (ПЭИ) со структурой 

взаимопроникающих сеток, первая из которых формируется хитозаном, сшитым 

ГА при мольных соотношениях хитозан:ГА 20:1 и 5:1, а вторая – ПЭИ, сшитым 

ДЭЭГ при мольном соотношении ПЭИ:ДЭЭГ 20:1. Максимальная сорбционная 

ёмкость по фосфат-ионам в ряду полученных материалов составила 343 мг/г и была 
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достигнута при использовании криогеля с содержанием ПЭИ 15 % при 

максимальной степени сшивки хитозана ГА. 

Композитный криогель на основе хитозана и желатина был получен сшивкой 

ГА для адсорбции красителя PR MX-5B из водных растворов [108]. Криогель с 

равновесной степенью набухания 6382 ± 40 %, достигаемой за 160 мин контакта с 

водой, характеризовался открытой пористой структурой с размером пор от 20 до 

100 мкм. Максимальная сорбционная ёмкость криогеля по отношению к красителю 

PR MX-5B при сорбции из раствора с содержанием 50 мг/л составила 64.56 мг/г 

при рН 3.0.  

 

1.3.2 Криогели как носители катализаторов 

В последнее десятилетие использование мягких носителей катализаторов – 

гидрогелей и криогелей различных функциональных полимеров привлекает 

большое внимание в связи с их ожидаемой или доказанной высокой 

каталитической активностью [109]. Интерес к использованию хитозана и его 

производных в качестве носителей катализаторов определяется несколькими 

факторами. Прежде всего, высокая сорбционная ёмкость по отношению к ионам 

благородных и переходных металлов [110] позволяет контролировать их загрузку 

и получать наночастицы металлов in situ путем восстановления предварительно 

адсорбированных ионов металлов. Благодаря сильным взаимодействиям между 

поверхностью наночастиц металлов и функциональными группами полимерного 

носителя такой подход дает более стабильные композитные катализаторы по 

сравнению с теми, которые получают методом пропитки [111]. В обзоре [112] 

рассматриваются различные методы синтеза (нано)катализаторов на основе 

природных полисахаридов, в том числе хитозана. Показано, что полученные 

материалы могут служить перспективными катализаторами в реакциях окисления 

как при синтезе новых соединений, так и в процессах деградации загрязняющих 
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веществ, демонстрируя значительную производительность по сравнению с 

обычными (нано)катализаторами.  

Способность хитозана координировать кластеры оксидов ванадия, вольфрама 

и молибдена и контролировать их рост позволила получить органо-неорганические 

гибридные микросферы (рисунок 10А) [113]. Пористые материалы были получены 

путем гелеобразования хитозана в щелочном растворе, заменой растворителя 

этанол/вода с возрастающей концентрацией этанола (10, 30, 50, 70, 90, 100 %) и 

сушкой в сверхкритических условиях (73.8 бар, 31.5 °C). Благодаря открытой 

сетчатой структуре микросфер (рисунок 10Б), редокс активные катализаторы 

проявляли высокую эффективность и селективность в реакции окисления 

цинамилового спирта в воздушной атмосфере при нормальных условиях.  

 

Рисунок 10 – Предполагаемая структура органо-неорганических гибридных 

микросфер, где М – ванадий, вольфрам или молибден (А); фотоизображение (1), 

СЭМ-изображение (2) и ТЭМ-изображение с дифракционной картиной (3) 

микросфер хитозан-оксид ванадия (Б) [113] 
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Разработан простой метод получения криогелей хитозана, содержащих 

наночастицы золота. В 1 %-ный раствор полисахарида при быстром 

перемешивании добавляли разные количества раствора H[AuCl4] до достижения 

конечных концентраций золота 0.5, 1.0, 2.0 и 4.0 мМ. Затем растворы выдерживали 

в морозильной камере при –12 °C в течение 18 ч, полученные криогели хитозана с 

содержанием золота 98.5, 196.9, 393.9 и 787.8 мкг/кг обрабатывали 5 %-ным 

раствором 1,1,3,3-тетраметоксипропана (TMП) для восстановления и стабилизации 

наночастиц (рисунок 11А). Преимуществом полученных материалов является 

равномерное распределение наночастиц и отсутствие агрегатов (рисунок11Б).  

 

 

Рисунок 11 – Фотоизображение криогелей (слева направо) без золота и с 

золотом 98.5, 196.9, 393.9 и 787.8 мкг/кг соответственно (А). ПЭМ-изображения 

криогелей, содержащих (1) 98.5, (2) 196.9 (3) 393.9 и (4) 787.8 мкг/кг золота (Б) 

[114]  



39 

 

 

 

 

Каталитическая активность полученных материалов была изучена на 

примере модельной реакции восстановления 4-нитрофенола (4-НФ). Степень 

превращения 4-НФ в 4-аминофенол для криогеля с наименьшим содержанием 

наночастиц золота 98.5 мкг/кг достигала 96.8 % при комнатной температуре. 

Активность катализатора не снижалась в течение четырнадцати последовательных 

циклов тестирования. Такой тип катализаторов может быть использован для 

очистки сточных вод и проведения других каталитических процессов в мягких 

условиях. 

Похожий подход был использован для получения криогелей хитозана, 

содержащих наночастицы платины и палладия [115]. В 1%-ный уксуснокислый 

раствор хитозана при быстром перемешивании добавляли растворы Na2[PdCl4], 

K2[PtBr4] или Na2[PtCl4]. Реакционные смеси быстро переносили в стеклянную 

пробирку (диаметром 7 мм) и замораживали при - 12 ºC в течение 24 ч. Полученные 

материалы, содержащие 0.05, 0.2 или 0.4 мМ [PdCl4]
2- или 1.0, 2.0 или 4.0 мМ 

[PtCl4]
2-, после оттаивания при комнатной температуре обрабатывали 2.5 %-ным 

раствором ГА, который одновременно выступал как сшивающий агент и 

восстановитель. Степень конверсии 4-НФ при комнатной температуре в 

присутствии наночастиц палладия на криогеле из расчета 3 мкг/мл в 5 мМ растворе 

4-НФ составила 98.9 %. 

 

1.3.3 Биомедицинское применение криогелей хитозана 

Высокий интерес к применению материалов на основе хитозана и его 

производных в биомедицине определяется их структурным сходством с 

гликозаминогликанами и, таким образом, с внеклеточным матриксом [116], а также 

хорошими кровоостанавливающими [117], проангиогенными [69] и 

антимикробными свойствами [118–120]. 
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1.3.3.1 Устойчивость хитозана и материалов на его основе к 

ферментативному гидролизу  

Биомедицинское применение пористых материалов предполагает 

возможность настраивать их механические свойства для имитации свойств ткани 

организма, которую замещает имплантат, и биорезорбироваться со скоростью, 

близкой к скорости замещения имплантата клетками [25] или необходимой для 

поддержания определенной концентрации высвобождаемого лекарственного 

препарата в случае адресной доставки [93,121].  

Хитозан разлагается ферментами, присутствующими в организме человека, 

что во многом определяет высокий интерес к нему для получения 

биорезорбируемых материалов различного назначения [72]. Наиболее широко 

применяется в исследованиях in vitro для оценки скорости ферментативной 

деградации хитозана фермент лизоцим, присутствующий во многих тканях и 

жидкостях человеческого организма. Лизоцим относится к ферментам класса 

гидролаз и участвует в расщеплении β-(1-4) гликозидной связи между двумя N-

ацетил-D-глюкозаминными остатками. В исследованиях Фрейера [122] по 

ферментативному разложению пленок хитозана с разной степенью 

дезацетилирования (СД) установлено, что гексасахаридная последовательность, 

состоящая из 3–4 ацетилированных единиц, вносит основной вклад в процессы 

гидролиза гликозидной связи между сахарными остатками последовательности 

цепи биополимера. За 28 дней полностью разложились пленки хитозана со СД, 

лежащей в диапазоне от 41.0 до 59.3 %. Материалы, полученные из хитозана со 

значениями СД выше или ниже указанного диапазона, разлагались намного хуже. 

Автор предполагал, что отсутствие нужных последовательностей мономеров по 

длине полимерной цепи является причиной медленной деградации образцов с 

очень низкими и высокими значениями СД.  

К настоящему времени опубликовано довольно много работ [123–128] по 

ферментативному разложению лизоцимом хитозановых и 
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карбоксиалкилхитозановых криогелей. Потеря массы в течение нескольких недель 

ферментативной деградации обычно не превышает 20 %. Хотя степень 

деацетилирования хитозана и его кристалличность являются ключевыми 

параметрами, влияющими на скорость его ферментативной деградации [129], 

химическая модификация по аминогруппе может изменить характер 

распределения мономеров, а значит, и устойчивость к гидролизу, вследствие того, 

что ферменты распознают определенную последовательность мономерных звеньев 

[130]. Снижение количества структурных фрагментов, доступных для 

ферментативной атаки, приводит к более низкой скорости деградации [70,131]. 

Более высокая плотность сшивки также приводит к снижению доступности 

центров для ферментативной атаки из-за диффузионных ограничений и, 

соответственно, к снижению скорости ферментативной деградации [132].  

В немногочисленных известных к настоящему времени исследованиях 

ферментативной деградации хитозана и других полисахаридов, сшитых ДЭ, были 

получены противоречивые данные. Так, несмотря на предположение о сшивке 

пленок хитозана ДЭБД через аминогруппы при мольном избытке ДЭ, разница в 

глубине гидролиза хитозаназой за 24 ч между сшитыми и несшитыми пленками 

была незначительной [70]. Скорость деградации пленок хитозана, полученных из 

уксуснокислых растворов сшивкой ДЭПЭГ, была выше, чем нейтрализованных 

несшитых пленок, что авторы связали с повышением гидрофильности пленок с 

увеличением содержания ПЭГ [133], хотя ожидалось, что сшивка ДЭ в кислой 

среде уменьшит количество доступных аминогрупп и, следовательно, 

восприимчивость к ферментативному гидролизу [134]. Сшивка 

карбоксиметилцеллюлозы в щелочной среде ДЭПЭГ через гидроксильные группы, 

напротив, снижала скорость разложения и деградацию целлюлазой, при этом не 

было обнаружено никакой корреляции между способностью к деградации и 

набуханием [135]. 
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Систематические исследования влияния длины ДЭ и плотности сшивки на 

устойчивость ковалентно сшитого хитозана к ферментативной деградации до 

настоящего времени не проводились. 

 

1.3.3.2 Криогели для культивирования клеток  

3D полимерные скаффолды, обеспечивающие механическую поддержку 

клеток при культивировании и имитирующие in vitro характеристики 

внеклеточного матрикса in vivo, широко востребованы в клеточных технологиях. 

По сравнению с двухмерными (2D) моделями, 3D клеточные модели лучше 

передают физиологические особенности клеточных культур и демонстрируют 

большой потенциал для разработки более адекватных моделей опухолей для 

изучения гипоксии, агрегации, кластеризации, миграции и пролиферации клеток 

[136], а также устойчивости опухолей к действию химиопрепаратов [137]. Так, 

было показано, что клетки HCT 116 (клетки карциномы прямой кишки человека) в 

опухолевых сфероидах в 1.5–3.5 раза менее чувствительны к некоторым 

противоопухолевым препаратам, чем те же клетки, культивируемые в 2D условиях 

[138]. Организация актиновых филаментов в клетках карциномы печени человека 

при 3D культивировании иная, чем у клеток, выращенных в монослое на 

поверхности культуральной посуды [139].  

Перспективными трехмерными клеточными структурами, наиболее 

приближенными к реальным опухолевым тканям, являются многоклеточные 

опухолевые сфероиды, выращенные в полимерных матрицах. Недостатками 

непористых гелевых матриц является формирование барьера для диффузии 

кислорода и питательных веществ в объем геля [140]. Успешное культивирование 

опухолевых клеток и со-культивирование их с клетками нормальных тканей 

требует жёсткого контроля таких параметров скаффолдов, как пористость, химия 

поверхности, механические свойства и др. 



43 

 

 

 

Недостатком материалов на основе синтетических полимеров является их 

низкая способность вызывать клеточные реакции [141], в результате чего для 

повышения адгезии и пролиферации клеток необходима модификация 

поверхности клеточными адгезивами, например, RGD-пептидом [138]. 

Использование коллагена и желатина в настоящее время вызывает критику из-за 

значительного влияния факторов роста и сигнальных молекул на пролиферацию и 

клеточные отклики при воздействии тестируемых химических веществ. Кроме 

того, состав и характеристики белковых матриц сильно варьируют от партии к 

партии [142].  

Известно, что жесткость субстрата значительно влияет на пролиферацию, 

миграцию, выживание и инвазивность опухолевых клеток [143]. Авторы работы 

[144] установили, что отклик на жесткость субстрата зависит от фенотипа клеток: 

некоторые клетки лучше мигрируют и пролиферируют в мягких гелях, в то время 

как другие предпочитают более жесткий матрикс. Например, клетки рака прямой 

кишки и молочной железы демонстрировали более быструю миграцию при 

увеличении жесткости субстрата [145]. Гидрогели на основе белка (коллаген, 

Matrigel®, желатин) обладают высокой биосовместимостью и адгезивностью по 

отношению к клеткам, но помимо контаминации веществами животного 

происхождения, имеют ограниченный диапазон модулей Юнга, как правило от 0.1 

до 4 кПа, в то время как ткани солидных опухолей могут иметь модуль Юнга выше 

60 кПа [146]. Для повышения жесткости белковых гелей часто используют 

комбинации различных белков, например коллаген I типа и желатин [147], 

Matrigel® и коллаген I типа [148]. Использование лизилоксидазы в качестве 

сшивающего реагента повышает жесткость коллагенового матрикса до 15 кПа и 

обеспечивает получение более физиологически релевантного матрикса [149]. Для 

увеличения жесткости белковых матриц используют также модификацию 

метакрилатными группами, обеспечивающими возможность фотоинициируемой 
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сшивки. Так, на основе желатина были получены биосовместимые гидрогели с 

модулем Юнга до 10 кПа [150]. 

Благодаря широкому диапазону жесткости, достигаемому за счет 

использования широкого спектра сшивающих реагентов и варьирования степени 

сшивки, гидрогели на основе полисахаридов (альгинат, хитозан, пектин, 

гиалуронат и т.д.) являются привлекательной альтернативой системам на основе 

коллагена и желатина для выращивания опухолевых сфероидов. 
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ГЛАВА 2 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 

2.1. Материалы 

В работе использовали хитозан (ХТЗ) производства компании BioLog Heppe 

GmbH (Германия) со степенью дезацитилирования (СД) 0.9 по данным ЯМР 1Н 

спектроскопии и средней вискозиметрической молекулярной массой 30 кДа 

(данные производителя).  

Сшивающие реагенты (СР) – диглицидиловый эфир поли (этиленгликоля) со 

средней молекулярной массой 500 (ДЭПЭГ), диглицидиловый эфир 1.4-бутандиола 

(ДЭБД), глутаровый альдегид (ГА), краситель ализариновый красный S (АК) 

приобретены у Sigma-Aldrich (США), диглицидиловый эфир этиленгликоля 

(ДЭЭГ) приобретён у J & K Scientific (Китай). Жидкий ферментный препарат 

β - глюканаза с активностью 10 000 ед./мл, полученный путем культивирования 

селекционированного штамма гриба Miceliophtora fergusii с последующей 

очисткой и концентрированием, приобретен в ООО «Биопрепарат» (Россия).  

Все остальные реагенты имели квалификацию не ниже ч.д.а. Для 

приготовления растворов использовалась деионизированная вода с удельным 

сопротивлением 18.2 МОм·см. 

 

2.2 Приготовление растворов хитозана 

 

3 %-ные растворы хитозана готовили путем растворения навески полимера в 

растворах соляной или уксусной кислот при мольном отношении кислоты к 

аминогруппе, равном 1. Для определения времени гелеобразования в зависимости 

от длины цепи ДЭ при температуре +25 °С (раздел 2.3 и 3.1) и получения гелей и 

криогелей, свойства которых обсуждаются в главе 3, рН растворов доводили до 

рН 5.5 с использованием 1 М растворов соляной или уксусной кислот. Для 

исследования времени гелеобразования при температуре +25 °С в зависимости от 
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рН 3 %-ные солянокислые растворы хитозана доводили до рН 3.5; 4.0; 4.5; 5.0 и 5.5 

ед. с использованием 1 М раствора соляной кислоты.  

Для получения криогелей хитозана, свойства которых обсуждаются в главе 4, 

3%-ные солянокислые растворы хитозана доводили до рН 5.5 с использованием 

1 М раствора соляной кислоты.  

 

2.3 Определение времени гелеобразования 

 

Предварительно рассчитанные количества сшивающих реагентов ДЭЭГ, 

ДЭБД, ДЭПЭГ, соответствующие мольным соотношениям ДЭ:ХТЗ 1:1 и 1:20, 

добавляли к растворам хитозана, приготовленным как описано в разделе 2.2, после 

перемешивания в течение 15 мин реакционные смеси оставляли для 

гелеобразования при температуре +25 °C. Реологические свойства реакционных 

смесей ДЭ:ХТЗ после добавления ДЭ исследовали в осцилляционном режиме в 

диапазоне частот от 0.2 до 400 Гц с использованием реометра Physica MCR 301 

(Anton Paar GmbH, Австрия) с системой измерения плоскость-плоскость 

диаметром 25 мм при температуре +25 С. Временные интервалы между 

измерениями выбирали в зависимости от скорости сшивки, измерения были 

прекращены через 7 дней после добавления сшивающего реагента. Точку 

гелеобразования (Gʹ = Gʺ) определяли из зависимостей модулей накопления (Gʹ) и 

потерь (Gʺ) при частоте 11.2 Гц от времени. 

 

2.4 Исследование гелеобразования при температуре +25 °С 

 

Реакционные смеси ДЭ:ХТЗ 1:1, полученные как описано в разделе 2.3, через 

1, 3 и 7 дней после добавления ДЭ в раствор хитозана и дополнительно через 1 ч 

при сшивке ДЭПЭГ в уксуснокислом растворе замораживали при температуре 

– 10 °С в морозильной камере Liebherr (Германия) и сушили в сублимационной 
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сушке FD-1A-50 Shanghai Zhengqiao Scientific Instruments Co., Ltd. (Китай). 

Лиофилизованные через 7 суток после добавления ДЭ реакционные смеси делили  

пополам, одну часть промывали последовательно водным и водно-спиртовым 

раствором (20:80 об. %) для удаления непрореагировавших веществ и повторно 

лиофилизовали. Образцы обозначали как гидрогели ДЭ:ХТЗ (EtOH). 

 

2.5 Получение криогелей хитозана 

 

Для получения криогелей к 3%-ным солянокислым и уксуснокислым 

растворам хитозана с рН 5.5, приготовленным как описано в разделе 2.2, добавляли 

ДЭ в рассчитанных для заданных мольных соотношений ДЭ:ХТЗ (от 2:1 до 1:20) 

количествах, интенсивно перемешивали в течение 15 мин и помещали в 

пластиковые шприцы объемом 1 (внутренний диаметр 4.5 мм, высота слоя – 60 мм) 

или 2 мл (внутренний диаметр 8.5 мм, высота слоя – 30 мм), герметизировали и 

выдерживали в морозильной камере при –10 °С в течение 12 дней. Промывали 

дистиллированной водой (объемом не менее 200 мл) в проточном режиме с 

использованием перистальтического насоса Ismatec (Германия). Непроницаемые 

криогели извлекали из шприцов и промывали в 200 мл дистиллированной воды в 

течение 7 ч, обновляя воду каждый час. Криогели, сшитые ДЭЭГ, ДЭБД и ДЭПЭГ, 

были обозначены как ДЭЭГ:ХТЗ, ДЭБД:ХТЗ и ДЭПЭГ:ХТЗ соответственно с 

указанием мольного соотношения сшивающий реагент:полимер. Например, 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 обозначает криогель ХТЗ, сшитый ДЭЭГ при мольном соотношении 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:4. 

В предварительных экспериментах сшивку в системе ДЭЭГ:ХТЗ 1:1 в 

солянокислом растворе хитозана при рН 5.0 проводили при температуре –5, –10 и 

–20 °C в шприцах объемом 1 мл, время сшивки варьировали от 6 до 12 суток и 

определяли проницаемость криогелей, как описано в разделе 2.6.2.  

 



48 

 

 

 

2.6 Характеризация криогелей хитозана 

 

2.6.1 Элементный состав и ИК-Фурье спектроскопия 

Массовые содержания углерода, азота, водорода в хитозане и криогелях 

определяли в трех параллельных измерениях с использованием анализатора Euro 

EA 3000 CHNS Eurovector (Италия). Степень модификации (СМ) криогеля 

сшивающим реагентом рассчитывали по следующей формуле (1): 

 

СM =
C

Nкриогель
⁄ − C Nхитозан

⁄

n
, 

(1) 

где C/Nкриогель и C/Nхитозан – атомные отношения углерод/азот в криогелях и хитозане 

соответственно; n – количество атомов углерода в сшивающем реагенте.  
 

Инфракрасные спектры с Фурье-преобразованием (ИК-Фурье) 

лиофилизованных реакционных смесей ДЭ:ХТЗ, гидрогелей ДЭ:ХТЗ (EtOH) и 

криогелей записывали с использованием спектрометра IR–Affinity–1 Shimadzu 

(Япония) с приставкой однократного нарушенного полного внутреннего отражения 

(НПВО) для малых образцов QATAR 10. Пробоподготовку осуществляли как 

описано в разделе 2.5. Перед снятием ИК-Фурье спектров навески образцов ~ 30 мг 

сжимали гидравлическим прессом CY-PC-24 (Россия) при давлении 5 МПа в 

прессформе диаметром 10 мм. 

 

2.6.2 Набухание, проницаемость и морфология криогелей 

Общую степень набухания (ST) свежеприготовленных криогелей оценивали 

гравиметрически в два этапа. Сначала для определения вклада в набухание 

несвязанной с полимером воды (SW), то есть свободной воды, циркулирующей в 

каналах макропор, равновесно набухший в воде в течение 24 ч криогель сжимали 

вручную и взвешивали. Затем для определения общей степени набухания (ST) 

криогель сушили до постоянной массы.  
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Расчет общей степени набухания проводили по формуле (2):  

ST =
𝑊

𝑊𝑡
· 100 %, (2) 

где, W – масса воды в набухшем криогеле, определяемая по разнице массы криогеля в 

набухшем и сухом состоянии (для расчета полной степени набухания), г; Wt – масса 

равновесно набухшего криогеля, г.  

 

Расчет степени набухания за счет макропор проводили по формуле (3): 

SW =
𝑊𝑤

𝑊𝑡
· 100 %, (3) 

где, Ww – масса воды в криогеле, удаляемая при сжатии, г; Wt – масса равновесно набухшего 

криогеля, г.  

 

Степень набухания полимерной фазы (SP) рассчитывали по разнице общей 

степени набухания (ST) и набухания за счет макропор (SW).  

Проницаемость криогелей определяли как максимальную скорость потока 

воды, свободно проходящего через монолитный криогель, полученный в шприце. 

Скорость потока регулировали с помощью перистальтического насоса (Ismatec, 

Германия). Максимальной скоростью потока (проницаемостью) считали скорость, 

при превышении которой наблюдали либо выход криогеля через носик колонки, 

либо резкий рост сопротивления на колонке, препятствующий прохождению 

потока. Максимально возможная скорость потока с учетом параметров насоса 

составляла 450 мл/ч или 260 колоночных объемов в час (к.о./ч) для криогеля 

объемом 2 мл.  

Морфологию равновесно набухших криогелей хитозана, предварительно 

окрашенных флуоресцеином, исследовали с использованием конфокального 

лазерного сканирующего микроскопа Carl Zeiss LSM 800 (Германия) с обычным 

10-кратным и 20-кратным объективом. Возбуждение и детектирование сигнала 

проводили на длинах волн 488 и 530 нм соответственно. Распределение пор по 

размерам рассчитывали с использованием программного обеспечения ImageJ [151]. 

Для анализа пористой структуры образцы отбирали из середины шприцев, чтобы 

избежать эффектов разницы в условиях переохлаждения, которые часто приводят 
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к неоднородности пористой структуры в срезах криогеля из верхней, средней и 

нижней части формы [152]. 

 

2.6.3 Механические свойства криогелей 

Механические свойства криогелей хитозана исследовали с использованием 

реометра Physica MCR 301 Anton Paar GmbH (Австрия) с системой измерения 

плоскость-плоскость диаметром 25 мм. Одноосное сжатие равновесно набухших 

криогелей хитозана цилиндрической формы диаметром 10–15 мм и высотой 8–10 

мм проводили при постоянной скорости 0.01 мм/с: кривую «нагрузки» записывали 

до сжатия образца на 75 % по высоте, затем нагрузку снимали с той же скоростью 

и записывали кривую «разгрузки» до начальной точки.  

Из измеренной нормальной силы (FN) и высоты образца (l) рассчитывали 

напряжение (σ) и деформацию (ε) по формулам: 

σ =
FN

S
, (4) 

где σ – напряжение, Па; FN – нормальная сила, Н; S – площадь материала, м2. 

𝜀 =
∆𝑙 

𝑙0
∗ 100%, (5) 

где ε – деформация,%; l0 – начальная высота образца, м; Δl – изменение высоты образца, м. 
 

Модуль Юнга (E) рассчитывали по формуле (6) из линеаризованной 

зависимости нормальной силы (FN) от изменения высоты образца на участке для 

деформации от 0 до 15%: 

E =  
l0  ·  FN 

S ·  ∆l
, 

(6) 

где FN – нормальная сила, Н; l0 – начальная высота образца, м; Δl – изменение высоты 

образца, м; S – площадь образца, м2. 
 

Нагрузку (σ) при сжатии до достижения деформации (ε) по высоте на 40 и 

75% ( σ–40 и σ–75 соответственно) рассчитывали из кривой «нагрузки». 



51 

 

 

 

Удельную потенциальную энергию деформации (U) рассчитывали по 

формуле (7) путём интегрирования площади под кривой «нагрузки» на 

деформационной кривой цикла одноосного сжатия при деформации образца до 

ε = 75 %.  

U = ∫ 𝜎 · 𝑑(𝜀)
𝜀

0

 
(7) 

где U – удельная потенциальная энергия деформации, Дж/м3; σ – напряжение, Па; ε – 

деформация, %. 
 

Гистерезис (Hys) рассчитывали как отношение разницы между площадями 

под кривыми «нагрузки» и «разгрузки» (площадь петли гистерезиса), к удельной 

потенциальной энергии деформации (ε = 75 %), значения выражали в %.  

Экспериментальные кривые в координатах деформация/напряжение для 

параллельных измерений обрабатывали, как описано в приложении 1 

(доверительный интервал – 95%).  

 

2.7 Исследование сорбционных свойств криогелей хитозана  

 

Головной раствор ализаринового красного S (АК) с концентрацией 1000 мг/л 

готовили путём растворения точной навески сухого красителя в дистиллированной 

воде. Рабочие растворы получали путем разбавления головного раствора водой, 

при необходимости рН растворов регулировали добавлением 0.1 М растворов 

NaOH или HCl. 

Сорбционные свойства криогелей исследовали в статическом и 

динамическом режимах.  

Во всех экспериментах в статических условиях соотношение Т:Ж (сухой 

криогель:раствор) составляло 1:1000, время контакта – 24 ч. Растворы постоянно 

перемешивали на орбитальном шейкере Biosan PSU-20i (Латвия) со скоростью 200 

оборотов/мин (об./мин) при температуре +25 °С. Равновесную концентрацию 
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красителя определяли спектрофотометрически при длине волны 520 нм, используя 

спектрофотометр UV-1650PC Shimadzu (Япония). С учетом того, что 

интенсивность поглощения красителя АК зависит от рН, для построения 

калибровочной кривой и анализа равновесного содержания АК после сорбции ко 

всем пробам добавляли 0.1M раствор NaOH в объеме, необходимом для 

обеспечения постоянства рН во всех анализируемых пробах. Величину сорбции (Г) 

рассчитывали по разнице исходной и равновесной концентрации красителя по 

формуле (8): 

 

Изотермы сорбции аппроксимировали с использованием модели Ленгмюра 

(формула 9) и программы Origin 2018 для расчета констант уравнения:  

 

 

 

 

Зависимость сорбционной емкости АК от рН исследовали на криогеле 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 из растворов с концентрацией красителя 500 мг/л в диапазоне рН от 

2 до 10. Максимальную сорбционную емкость криогелей хитозана, сшитых ДЭЭГ 

при мольных соотношениях 1:1, 1:2 и 1:4, 1:8, 1:12 и 1:20, определяли из раствора 

с исходной концентрацией АК 1000 мг/л при рН 5.6. Изотермы сорбции АК на 

криогеле ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 рассчитывали из данных о сорбции АК из растворов с 

начальными концентрациями АК от 25 до 1000 мг/л при рН 5.6. 

Сорбцию в динамическом режиме АК на монолитном сорбенте ДЭЭГ:ХТЗ 

1:4 исследовали следующим образом: раствор красителя с концентрацией 20 мг/л, 

рН 5.6 пропускали с помощью перистальтического насоса через колонку (шприц) с 

Г =
(C0-Cp)·V

m
, 

(8) 

где Г – сорбция, моль/г; V – объём раствора, л; С0 – начальная концентрация адсорбата, 

моль/л; Ср – равновесная концентрация адсорбата, моль/л; m – масса сорбента, г. 

Г =  
(KL·Qmax)· Cр

1+ KL·Cр
, (9) 

где Г – величина сорбции, моль/г; Ср – равновесная концентрация адсорбата, моль/л; 

KL – константа Ленгмюра, л/г; Qmax – максимальная сорбционная ёмкость, моль/г.  
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1 мл монолитного криогеля (внутренний диаметр – 4.5 мм, высота слоя – 60 мм) со 

скоростью 20 колочных объемов в час (к.о./ч). Фильтрат отбирали порциями 

объемом 5 мл и определяли содержание АК, как описано выше. Динамическую 

сорбционную ёмкость (ДСЕ) рассчитывали по уравнению (10). Эффективную 

динамическую адсорбционную ёмкость рассчитывали для объема, при котором 

наблюдали проскок в 10 % от начальной концентрации красителя.  

ДСЕ = ( )0

1

1 n

i i

i

C C V
m =

−  
(10) 

где 0C −  исходная концентрация адсорбата (мг/л); iC −  концентрация адсорбата в каждой 

i −й порции выходящего раствора (мг/л); iV −  объем i −й порции выходящего раствора (мл); 

m −  масса сухого сорбента (г); n −  количество отобранных проб объемом iV . 

 

Эффективность регенерации криогеля после сорбции АК исследовали 

следующим образом: АК сорбировали на криогеле ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 из раствора с 

концентрацией 20 мг/л при рН 5.6 и рассчитывали эффективность извлечения (R) 

по формуле (11). Затем к 5 мг сорбента добавляли элюент в количестве 1 мл и 

выдерживали в течение 3 ч. В качестве элюентов в предварительных 

экспериментах использовали растворы 0.01 М, 0.1 М NaOH и 0.3 М NaOH. 

Содержание АК в элюате определяли спектрофотометрически после доведения рН 

анализируемого раствора с помощью 1–5 М растворов HCl до рН калибровочного 

раствора АК. Эффективность элюирования (Э, %) рассчитывали по формуле (12): 

 

R = 
C0−C

С0
 · 100 % (11) 

 

где С0 – начальная концентрация АК, мг/л; С – равновесная концентрация АК, мг/л. 
 

Э = (СЭ · VЭ/m)/Г · 100%, (12) 
 

где СЭ – концентрация красителя в элюате, мг/л; VЭ – объем элюата, мл; m – масса 

сорбента, г; Г – величина сорбции красителя на криогеле до элюирования, мг/г.  
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После элюирования сорбент ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 последовательно промывали 

водой (10 мл), 0.1 М HCl (10 мл) и снова водой до нейтрального значения 

промывных вод. Описанную процедуру считали первым циклом сорбции-

элюирования. Всего для выбранной оптимальной концентрации NaOH проведено 

3 цикла сорбции-элюирования.  

 

2.8 Получение и исследование свойств композитных катализаторов 

на основе криогелей хитозана 

 

Катализаторы на основе криогелей хитозана, содержащие 15 мг/г наночастиц 

палладия, получали следующим образом: диски криогелей ДЭЭГ:ХТЗ 1:4, 

ДЭБД:ХТЗ 1:4, ДЭПЭГ:ХТЗ 1:4 диаметром 8.5–10 мм и толщиной ~ 3 мм (сухая 

масса ~ 3 мг) пропитывали 0.1 мл раствором PdCl2 в 0.1 М растворе HCl с 

концентрацией палладия 500 мг/л и оставляли на 24 ч. Затем к дискам добавляли 1 

мл дистиллированной воды, аккуратно встряхивали и определяли содержание 

палладия в растворе атомно-абсорбционным методом. Степень извлечения 

палладия криогелями составляла более 99 %. Диски промывали водой до 

нейтральной реакции, погружали в 0.5 %-ный раствор NaBH4 и выдерживали в 

течение 2 ч для восстановления Pd(II), полученные композитные катализаторы 

сушили при комнатной температуре до постоянного веса.  

Морфологию композитных катализаторов исследовали методом сканирующей 

электронной микроскопии (СЭМ) с использованием электронного микроскопа со 

спектрометром TM-3000 Hitachi (Япония). 

Оценку каталитической активности криогелей ДЭ:ХТЗ/Pd(0) в зависимости от 

матрицы носителя катализатора проводили на примере модельной реакции 

восстановления пара-нитрофенола следующим образом: к 5 мл 0.0001 M раствора 

пара-нитрофенола в воде добавляли 5 мг катализатора криогеля ДЭ:ХТЗ/Pd(0) и 

1.9 мг NaBH4, перемешивали и через определенные промежутки времени 
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определяли оптическую плотность раствора на спектрофотометре UV-1650PC 

Shimadzu (Япония) при длине волны 400 нм, соответствующей максимуму 

поглощения пара-нитрофенола в щелочной среде. На основании данных об 

изменении оптической плотности рассчитывали концентрацию пара-нитрофенола 

в определенный момент времени по калибровочной кривой и степень конверсии.  

Считали, что реакция восстановления пара-нитрофенола при избытке 

восстановителя является реакцией псевдопервого порядка и подчиняется 

кинетическому уравнению: 

kC =  −
dC

dτ
 

(13) 

где k – константа скорости реакции; С – концентрация пара-нитрофенола, моль/л; τ – 

время, мин. 

 

После линеаризации экспериментальных данных в координатах lnC-τ 

константу скорости реакции рассчитывали по формуле: 

k = -tgα (14) 

где α – угол наклона прямой (lnC-τ) к оси времени. 

 

 

2.9 Биологические свойства криогелей хитозана  

 

2.9.1 Ферментативный гидролиз криогелей хитозана 

Гидролитическую устойчивость криогелей хитозана ДЭ:ХТЗ 1:4 оценивали 

гравиметрическим методом. Набухшие в воде криогели нарезали на диски 

диаметром 10 мм и высотой 4 мм одинакового веса (сухая навеска ~ 5 мг), удаляли 

избыток влаги и добавляли 1 мл PBS, рН 7.4 с содержанием β-глюканазы 

330 ед./мл. В качестве контрольного образца использовали диски криогелей, 

погруженные в PBS без фермента. Герметичные пробирки с контрольными и 

экспериментальными образцами термостатировали при температуре +37 °С в 

циркуляционном термостате LOIP LT-205а ЗАО «Лабораторное оборудование и 
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приборы» (Россия) в течение 24 ч или заданного промежутка времени при 

исследовании кинетики деградации. Затем криогели извлекали, тщательно 

промывали дистиллированной водой и сушили при температуре +90 °С до 

постоянного веса.  При исследовании кинетики деградации криогелей ДЭПЭГ:ХТЗ 

с разной степенью сшивки диски извлекали через заданные интервалы времени и 

проводили аналогичные операции. 

Процент потери массы (ПМ) криогеля в результате ферментативного 

гидролиза (глубину гидролиза за 24 ч) рассчитывали по формуле (15): 

 

ПМ (%) =  
(W0 − W𝑡) × r

W0
× 100 %, 

(15) 

где r – коэффициент изменения массы контрольного образца (без фермента); W0 – масса 

исходного образца, г; Wt – масса образца после 24 ч гидролиза, г. 
 

Конcтанту скорости ферментативной деградации криогелей рассчитывали, 

используя уравнение кинетики реакции псевдопервого порядка (16): 

 

Wt

W0
= e−𝑘1t 

(16) 

где W0 – масса исходного образца, г; Wt – масса образца через время t (ч) после начала 

гидролиза, г; k1 – константа скорости ферментативной деградации. 

 

 

2.9.2 Оценка цитотоксичности сшивающих реагентов и криогелей хитозана 

по отношению к опухолевым клеткам человека и применение криогелей для 

трехмерного культивирования клеток 

Клетки карциномы прямой кишки человека, HCT 116 (Sigma-Aldrich Corp., 

США) культивировали в 24-х луночных планшетах (TPP, Швейцария) или в дисках 

криогелей ДЭБД:ХТЗ 1:4 и ДЭПЭГ:ХТЗ 1:12 толщиной 4 мм в 1 мл питательной 

среды ДМЕМ с добавлением 10 % (об/об) эмбриональной телячьей сыворотки, 3.7 

мг/мл бикарбоната натрия (Sigma-Aldrich), однократной смеси заменимых 
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аминокислот (Gibco), 100 единиц/мл пенициллина (Gibco) и 100 мкг/мл 

стрептомицина (Gibco). Плотность клеток при заселении составляла 100 × 103 и 

500 x 103 клеток/лунку при культивировании в культуральной посуде (2D) и 

криогелях (3D) соответственно.  

Для оценки цитотоксичности сшивающих реагентов в лунку добавляли 

ДЭБД или ДЭПЭГ в концентрациях, соответствующих мольным соотношениям 

при сшивке ДЭБД:ХТЗ 1:4 и ДЭПЭГ:ХТЗ 1:12. После заселения клетками 

культивирование проводили в углекислотном инкубаторе (+37 °C, 5 % CO2, 

влажность 90 %) в течение 14 дней. Питательную среду меняли каждые 2 дня. 

Состояние клеток ежедневно контролировали под инвертированным микроскопом 

CKX41 (Olympus, Япония), оснащенным системой фазового контраста, и снимали 

с помощью цветной цифровой камеры Axiocam 105 (Carl Zeiss, Германия) в ПО 

ZEN 2 (Blue edition, Carl Zeiss).  

Функциональную активность и плотность клеток через 3 и 24 ч 

культивирования в присутствии ДЭБД и ДЭПЭГ и через 3, 7 и 10, 14 суток в 

присутствии криогелей анализировали с помощью окрашивания флуоресцентными 

красителями с последующей проточной цитометрией. Исследования проведены в 

лаборатории клеточных технологий Национального научного центра морской 

биологии им. А.В. Жирмунского ДВО РАН к.б.н. А.В. Бородой и аспирантом Д.Д. 

Малышевым в рамках проекта РНФ № 20-13-00399 (Ю.О. Привар – основной 

исполнитель). Детальное описание методики проведения эксперимента приведено 

в работах [153,154].  

Клетки из криогелей открепляли добавлением раствора, содержащего  0.05 % 

трипсина и 0.02 % этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА), и выдерживанием 

в течение 60 мин, аналогично открепляли/диссоциировали клетки, растущие в 

адгезионном состоянии в культуральной посуде. Клетки окрашивали BioTracker™ 

405 (Sigma-Aldrich) для оценки митохондриальной активности, TO-PRO-3™ 

(Invitrogen, США) для детекции апоптотических клеток и 0.5 мкМ SYTO9™ 
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(Invitrogen, США) для окрашивания всех клеток и исключения при обработке 

данных дебриса клеток и фрагментов криогелей. Суспензию клеток анализировали 

с помощью проточного цитофлуориметра CytoFLEX S (Beckman-Coulter, США). 

Единичные события (более 95 % всех событий) выбирали треугольным 

гейтированием на двумерном графике FSC-A против FSC-H для исключения 

агрегатов из дальнейшего анализа. В пробе анализировали не менее 20000 событий.  

 

2.9.3 Исследование биосовместимости криогелей хитозана in vivo 

Биосовместимость криогеля ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 изучали in vivo при 

внутримышечной имплантации пяти мышам-самцам линии CBA в возрасте трех 

месяцев со средней массой тела 22.0–24.0 грамма. Все манипуляции с 

лабораторными животными проводились в соответствии с общепринятыми 

этическими нормами и правилами Европейской конвенции о защите позвоночных 

животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях (ETS 

№123). 

Имплантацию криогелей, цилиндрической формы (диаметр 1 мм, толщина 

0.4 мм), предварительно стерилизованных в водном растворе диэтилпирокарбоната 

с концентрацией 0.02–0.03%, осуществляли путем рассечения дермы и мышечной 

фасции с боковой стороны левого бедра мыши с последующим введением образцов 

в мышечную ткань на глубину 2–3 мм [155]. Кожу над мышцей с имплантатом 

зашивали шелковой нитью с диаметром 0.100–0.149 мм. Время экспозиции 

составляло 14 суток; в качестве контроля использовали мышечную ткань правого 

бедра после аналогичных манипуляций без имплантации криогеля.  

Фиксацию биопсийной ткани проводили в 10 % формалине, затем заливали 

парафином согласно стандартным методикам подготовки гистологических 

образцов [156]. Для общей визуализации структуры ткани препараты были 

окрашены гематоксилином и эозином, а для идентификации коллагеновых волокон 



59 

 

 

 

окрашены по Ван Гизону [156]. Исследования проведены сотрудником Института 

органического синтеза им. И.Я. Постовского УрО РАН, к.х.н. Нестеровым Д.В.  
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ГЛАВА 3 ГЕЛЕОБРАЗОВАНИЕ И КРИОТРОПНОЕ 

ГЕЛЕОБРАЗОВАНИЕ В РАСТВОРАХ ХИТОЗАН-ДИГЛИЦИДИЛОВЫЕ 

ЭФИРЫ (ДЭ) 

 

3.1 Гелеобразование в растворах хитозан-ДЭ  

 

При анализе факторов, влияющих на эффективность сшивки хитозана 

диглицидиловыми эфирами (ДЭ) в кислой среде, мы исходили из того, что эта 

реакция протекает по механизму нуклеофильного замещения, а скорость таких 

реакций определятся природой нуклеофила. Как отмечалось в литературном 

обзоре, все неудачные попытки сшивки хитозана ДЭ в кислой среде 

предпринимались в уксуснокислых растворах, часто при значительном избытке 

кислоты. Поскольку принципиальная возможность протекания реакции между 

эпоксидами и аминами не вызывает сомнений [63], наблюдаемую низкую 

эффективность сшивки хитозана можно в первую очередь связать с тем, что 

полностью протонированная при избытке кислоты аминогруппа хитозана не 

является нуклеофилом. В то же время, ацетат-ион в уксуснокислых растворах 

является нуклеофилом и может конкурировать с хитозаном в реакциях с ДЭ, что 

ранее не принималось во внимание.  

В связи с этим на первом этапе мы сравнили, как замена уксусной кислоты 

на соляную при растворении хитозана влияет на эффективность гелеобразования в 

3%-ном растворе хитозана в присутствии эквимолярного количества ДЭЭГ 

(ДЭЭГ:ХТЗ 1:1). В предварительном эксперименте было установлено, что в 

уксуснокислых растворах гелеобразование, действительно, проходит медленнее, а 

полученные гели значительно сильнее набухают и хуже держат форму 

(рисунок 12А).  
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Рисунок 12 – Гелеобразование в 3%-ных уксуснокислых (АсОН) и 

солянокислых (HCl) растворах хитозана при мольном соотношении ДЭЭГ:ХТЗ 

1:1 в зависимости от рН, Т= +25 °С: фотоизображения растворов хитозана рН 5.5, 

через 6 ч после добавления ДЭЭГ и соответствующих им гидрогелей через 72 ч до 

и после набухания в воде (А); частотные зависимости модулей накопления (Gʹ, 

заполненные символы) и потерь (Gʺ, пустые символы), записанные через 24 ч 

после добавления ДЭЭГ в растворы хитозана (Б); зависимость времени 

гелеобразования в солянокислом растворе хитозана от pH (В) . Вставка: пример 

определения времени гелеобразования при сшивке хитозана ДЭЭГ при рН 5.5 

 

Мониторинг частотных зависимостей модулей накопления (G′) и потерь (G′′) 

от времени показал, что в уксуснокислом растворе ДЭЭГ:ХТЗ 1:1 при pH 5.0 через 

24 ч формировались очень слабые гели с отношением модулей G′/G′′ = 1.8 (рисунок 

12Б), тогда как в солянокислом растворе формировался прочный гель с 

отношением модулей G′/G′′ > 10 (рисунок 12Б). Несмотря на то, что при рН 5.0 

гелеобразование протекало заметно более эффективно в солянокислом растворе 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:1, его реологическое поведение при рН 3.5 через 24 ч все ещё было 
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типичным для раствора полимера Gʹ < G′′ (рисунок 12Б). Более детальное 

исследование влияния рН на скорость гелеобразования в солянокислых растворах 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:1 провели в интервале рН 3.0–5.5, в котором хитозан сохраняет 

хорошую растворимость. Установлено, что при рН 3.0–4.5 время гелеобразования 

практически не изменялось и составляло 48–50 ч, после чего резко сокращалось до 

2 ч при рН 5.5 (рисунок 12В). Такая зависимость скорости гелеобразования от рН 

характерна и для других сшивающих реагентов, реагирующих с хитозаном по 

аминогруппам [46], и коррелирует с повышением нуклеофильности аминогруппы 

с ростом рН, т.е. снижением степени протонирования. 

Исследование зависимости времени гелеобразования от длины цепи ДЭ 

проводили в уксуснокислых и солянокислых 3%-ных растворах хитозана при 

фиксированном значении pH (pH 5.5) и мольном соотношении ДЭ:ХТЗ 1:1. Кроме 

ДЭЭГ использовали коммерчески доступные ДЭ – ДЭБД и ДЭПЭГ, которые часто 

применяют в косметологии и регенеративной хирургии для сшивки гиалуроновой 

кислоты [157,158]. Из рисунка 13А видно, что время гелеобразования нелинейно 

зависит от длины цепи ДЭ и увеличивается в ряду: ДЭПЭГ < ДЭЭГ < ДЭБД как в 

солянокислых, так и в уксуснокислых растворах. Время гелеобразования в 

уксуснокислых растворах хитозана было в 3–3.7 раза больше при использовании 

короткоцепочечных сшивающих реагентов ДЭЭГ и ДЭБД, в то время как при 

применении ДЭПЭГ наблюдали незначительную разницу в скоростях 

гелеобразования в уксуснокислом и солянокислом растворе.  
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Рисунок 13 – Гелеобразование в 3%-ных уксуснокислых и солянокислых 

растворах хитозана при мольном соотношении ДЭ:ХТЗ 1:1, рН 5.5 (А–В) и 5.0 (Г), 

Т= +25 °С: зависимость времени гелеобразования от длины цепи ДЭ (A); 

частотные зависимости модулей накопления (Gʹ, заполненные символы) и потерь 

(Gʺ, пустые символы) через один (1д), три (3д) и семь (7д) дней после добавления 

ДЭЭГ (Б) и ДЭПЭГ (В, Г) в растворы хитозана 

 

Для реакционной смеси ДЭЭГ:ХТЗ отношение модулей G’HCl / G’AcОН при 

частоте 11.2 Гц через 24 ч составляло 5.9, подтверждая значительное снижение 

эффективности сшивки в уксуснокислом растворе. Падение G’ в уксуснокислом 

растворе при увеличении частоты осцилляций до 65 Гц также свидетельствует об 

образовании более слабой полимерной сетки (рисунок 13Б). В случае 

длинноцепочечного сшивающего реагента (ДЭПЭГ) разница между модулями 

накопления в уксуснокислых и солянокислых растворах хитозана через 24 ч была 

незначительной (рисунок 13В), что хорошо коррелирует с близкими временами 
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гелеобразования в этих системах (рисунок 13А). Через семь суток после 

добавления ДЭ в растворы хитозана разница в эффективности сшивки в 

зависимости от длины цепи сшивающего реагента сохранилась: отношение 

модулей G’HCl / G’AcОН составило 5.1 и 1.5 для ДЭЭГ и ДЭПЭГ соответственно. 

Таким образом, снижение эффективности сшивки в уксуснокислом растворе было 

менее выражено при применении ДЭПЭГ.  

Так же как и в случае ДЭЭГ, депротонирование аминогрупп хитозана с 

ростом рН оказывает положительное влияние на эффективность сшивки ДЭПЭГ. 

Так, в результате сшивки хитозана ДЭПЭГ в уксуснокислых растворах при pH 5.5 

образуются заметно более прочные гели (рисунок 13В), чем при рН 5.0 (рисунок 

13Г). Однако настолько заметное влияние длины цепи ДЭ на эффективность 

сшивки при одном и том же значении pH в уксуснокислых и солянокислых 

растворах не может быть объяснено исключительно снижением нуклеофильности 

аминогрупп хитозана, как предполагалось в работе [5]. Более вероятные причины 

влияния природы кислоты на эффективность гелеобразования в растворах хитозан-

ДЭ рассматриваются в разделе 3.3.  

 

3.2 Криотропное гелеобразование в растворах хитозан-ДЭ  

 

Известно, что в частично замороженных многокомпонентных растворах, где 

часть компонентов реакционной смеси вытесняется из формирующихся 

кристаллов растворителя в незамерзающие микроканалы, за счет эффекта 

криоконцентрирования ускоряются химические реакции и сшивки могут 

сформироваться даже в тех растворах, в которых они не формируются при 

комнатной температуре [89]. Поскольку основная задача данного исследования 

заключалась в разработке метода получения ковалентно сшитых криогелей 

хитозана, на первом этапе влияние температуры на реакционную способность 

хитозана в реакции с ДЭ оценивали в системе ДЭЭГ:ХТЗ 1:1 в солянокислом 
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растворе при рН 5.0, т.е. в условиях, в которых при температуре +25 °C сшивка 

проходила эффективно. Время сшивки при температуре –5, –10 и –20 °C 

варьировали от 6 до 12 дней. В качестве критерия эффективности сшивки 

использовали проницаемость – максимальную скорость потока жидкости, которую 

выдерживает монолитный криогель хитозана объемом 1 мл (внутренний диаметр 

4.5 мм, высота слоя – 60 мм) (рисунок 14).  

 

 

Рисунок 14 − Зависимость проницаемости криогелей хитозана от времени 

сшивки. Сшивка проводилась в солянокислом 3%-ном растворе хитозана, рН 5.0, 

мольное соотношение ДЭЭГ: ХТЗ 1: 1, температура –10 и –20 °C (А); 

фотоизображение установки для определения проницаемости (максимальной 

скорости потока жидкости через 1 мл криогеля: 1 − перистальтический насос, 2 − 

колонка с монолитным криогелем хитозана (Б)  

 

При температуре –5 °C получить проницаемые криогели не удалось: на 

шестые сутки гель легко выдавливался через носик колонки при минимальном 

давлении, на двенадцатые сутки наблюдали значительный рост сопротивления на 

колонке. При температуре –20 C с увеличением времени сшивки от 7 до 12 суток 

наблюдали незначительное увеличение проницаемости криогелей с выходом на 

плато при максимальной скорости потока 95 мл/ч (рисунок 14А). Получение 

достаточно слабых криогелей, наиболее вероятно, связано с низкой реакционной 
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способностью хитозана и ДЭ при этой температуре. При температуре –10 C 

наблюдали четырёхкратный рост максимальной скорости потока жидкости через 

криогель (до 400 мл/ч) при увеличении времени сшивки с 7 до 12 суток. На 

основании полученных данных температуру –10 C и время сшивки 12 суток 

приняли в качестве оптимальных условий для получения криогелей хитозана с 

использованием в качестве сшивающих реагентов ДЭ с разной длиной цепи.  

При температуре –10 °C из солянокислых растворов в одну стадию при 

мольных соотношениях ДЭ:ХТЗ от 2:1 до 1:20 были получены механически 

прочные криогели (рисунок 15А).  

 

Рисунок 15 – Результаты сшивки хитозана диглицидиловыми эфирами 

(ДЭЭГ, ДЭБД, ДЭПЭГ) в солянокислом растворе в зависимости от мольного 

соотношения ДЭ:ХТЗ, рН 5.5, температура –10 °C, время сшивки 12 суток (А); 

времена гелеобразования в солянокислом растворе хитозана (рН 5.5) при мольных 

соотношениях ДЭ:ХТЗ 1:1 и 1:20, рН 5.5, температура +25 °C (Б) 

 

Несмотря на то, что при комнатной температуре время гелеобразования в 

солянокислых растворах при соотношении ДЭ:ХТЗ 1:20 увеличивалось до 37–40 ч 

(рисунок 15Б), полученные криогели хорошо сохраняли форму после извлечения 

из шприцев (рисунок 16А) без увеличения времени сшивки. Таким образом, по 

сравнению с ранее описанными в литературе примерами сшивки хитозана ДЭ в 

кислой среде за счет оптимизации состава раствора и рН нам удалось получить не 
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только гели, но и криогели хитозана при низких концентрациях ДЭ, сопоставимых 

с минимальными концентрациями ГА, использующимися для сшивки хитозана.  

Из частично замороженных уксуснокислых 3%-ных растворов хитозана 

криогели удалось получить только при мольных соотношениях ДЭ:ХТЗ 1:1 

(рисунок 16А).  

 

Рисунок 16 – Фотоизображения (А и Б) и сравнительные характеристики 

(В и Г) криогелей хитозана, полученных из 3%-ных солянокислых (HCl) и 

уксуснокислых (AcОН) растворов хитозана, pH 5.5. Равновесное набухание в воде 

криогелей хитозана ДЭ:ХТЗ 1:1 (B). Деформационные кривые при одноосном 

сжатии набухших криогелей хитозана, сшитых ДЭЭГ и ДЭПЭГ при указанных на 

графиках условиях (Г). Знак «×» означает, что криогель, сохраняющий форму 

после извлечения из молда, получить не удалось  

 

Низкая эффективность сшивки в уксуснокислых растворах подтверждается 

значениями степени набухания криогелей, которые в 6.5–6.7 раз выше по 

сравнению с криогелями, полученными из солянокислых растворов (рисунок 16В). 
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Механические свойства криогелей, полученных из солянокислых растворов при 

низких концентрациях сшивающих реагентов, также значительно лучше, чем 

свойства криогелей, полученных в уксуснокислых растворах при соотношении 

ДЭ:ХТЗ 1:1 (рисунок 16Г). Наименьшая разница в набухании криогелей (< 50%) в 

зависимости от типа кислоты, используемой для растворения хитозана, 

наблюдалась при сшивке ДЭПЭГ (рисунок 16Г). При сшивке в уксуснокислых 

растворах криогель ДЭПЭГ:ХТЗ 1:1 был существенно прочнее, чем криогель 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:1, хотя в солянокислых растворах наблюдалась противоположная 

закономерность, и криогели, сшитые ДЭЭГ, отличались более высокими 

значениями нагрузки при сжатии (рисунок 16Г). Таким образом, в условиях 

криотропного гелеобразования наблюдался тот же эффект, что был отмечен при 

комнатной температуре: падение эффективности сшивки в уксуснокислых 

растворах было менее выраженным для ДЭПЭГ. Эффект криоконцентрирования не 

оказывал положительного влияния на эффективность сшивки хитозана ДЭ в 

уксуснокислых растворах, а общие причины, приводящие к получению в таких 

системах слабых гелей при комнатной температуре и отсутствию сшивки в 

частично замороженных растворах, следует искать в особенностях протекания 

реакции между хитозаном и ДЭ в солянокислых и уксуснокислых растворах.  

 

3.3 Особенности механизма сшивки хитозана ДЭ в уксуснокислых и 

солянокислых растворах 

 

Как отмечалось выше, изменение нуклеофильности аминогруппы хитозана 

может объяснить зависимость эффективности сшивки хитозана от рН, но не 

объясняет того факта, что при переходе от сшивки в уксуснокислых растворах к 

сшивке в солянокислых растворах время гелеобразования уменьшается в 3–4 раза 

для ДЭЭГ и ДЭБД и практически не меняется для ДЭПЭГ. Мы предположили, что 

низкая эффективность сшивки хитозана ДЭ в уксуснокислых растворах и 
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нелинейная зависимость времени гелеобразования от длины цепи ДЭ обусловлены 

конкуренцией между целевой и побочными реакциями, вероятность протекания 

которых зависит от длины цепи ДЭ (схема 3).  

 

 

Схема 3 – Возможные реакции в солянокислых (1,3,4,6) и уксуснокислых 

(1-6) растворах хитозан-ДЭ. Цветовые обозначения структурных мотивов на 

схеме аналогичны цветовым обозначениям соответствующих им полос в ИК-

спектрах 

 

Целевая реакция сшивки может протекать по аминогруппам и, с меньшей 

вероятностью, по гидроксильным группам хитозана (схема 3, реакции 1 и 6 

соответственно). Возможные побочные реакции включают прививку ДЭ в боковую 

цепь без образования сшивки (схема 3, реакция 3) с последующей деактивацией 
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эпоксидной группы при взаимодействии с водой (схема 3, реакция 4) или ацетат-

ионом (схема 3, реакция 5), а также взаимодействие ДЭ с уксусной кислотой с 

образованием сложного эфира (схема 3, реакция 2).  

Для проверки выдвинутых гипотез взаимодействие хитозана с ДЭ с разной 

длиной цепи исследовали с применением метода ИК-Фурье спектроскопии. ИК 

спектры записывали для: 1) лиофилизованных реакционных смесей 

(уксуснокислые и солянокислые растворы ДЭ:ХТЗ 1:1 через 1, 3, 7 дней после 

начала реакции и дополнительно через 1 ч в случае ДЭПЭГ); 2) лиофилизованных 

через 7 дней после начала реакции реакционных смесей после удаления 

растворимых продуктов реакции (образцы обозначены как гидрогели (EtOH)); 3) 

криогелей хитозана.  

Анализировали следующие области ИК-спектров:  

- 1730–1750 см−1 для идентификации сложных эфиров уксусной кислоты, 

образующихся в побочных реакциях с ДЭ [159]; 

- 1000–1200 см−1 для оценки изменений в положении и интенсивности 

частично перекрывающихся полос, соответствующих C–O–C 

связям в ДЭ (1092–1099 см−1), 1,4-гликозидным связям C–O–C 

(1152 см−1) и C–O связям (1064 см−1 и 1024 см−1) в хитозане [7,160], 

в зависимости от условий сшивки;  

- 890–950 см−1 для идентификации непрореагировавших эпоксидных групп 

(~910 см−1)  [161] в продуктах реакции (гидрогелях и криогелях) на 

фоне полос, соответствующих симметричным валентным 

колебаниям 1,4-гликозидных связей в хитозане при 947 и 843 см−1 

[7]. 

Таким образом, положение основных полос в ИК-спектрах и их 

относительные интенсивности позволяют однозначно подтвердить образование 

сложных эфиров уксусной кислоты и наличие непрореагировавших эпоксидных 
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групп, а также качественно оценить изменение отношения ДЭ:ХТЗ в продукте 

реакции (гидрогель или криогель) относительно исходной реакционной смеси.  

Сравнение ИК-спектров реакционных смесей ДЭЭГ:ХТЗ и ДЭПЭГ:ХТЗ в 

уксуснокислых и солянокислых растворах через 7 дней после добавления 

сшивающих реагентов (рисунки 17А и Б) показало, что только в уксуснокислых 

растворах появлялась полоса при 1735 см-1, подтверждающая образование 

сложного эфира (схема 3, реакции 2 или 5).  

 

Рисунок 17 – ИК-Фурье спектры реакционных смесей (7д), гидрогелей 

(EtOH) и криогелей ДЭ:ХТЗ 1:1: сшивка ДЭЭГ (А) и ДЭПЭГ (Б) в 3%-ных 

солянокислых (HCl) и уксуснокислых (AcОН) растворах хитозана при pH 5.5. ИК-

Фурье спектры реакционной смеси ДЭПЭГ:ХТЗ 1:1 через 1 час (1ч) и 1, 3, 7 дней 

после добавления ДЭ (1д, 3д, 7д соответственно) (В). Спектры хитозана и ДЭ 

приведены для сравнения  

 

Относительная интенсивность данной полосы в уксуснокислой реакционной 

смеси ДЭПЭГ:ХТЗ увеличивалась во временном интервале от 1 ч до 7 дней 

(рисунок 17В). Поскольку реологические исследования показали, что модуль 

накоплений в этой системе также увеличивался в этом промежутке времени 

(рисунок 13В), можно сделать вывод, что ДЭПЭГ расходовался как на целевую 

реакцию сшивки, так и на побочные реакции. Отсутствие интенсивной полосы при 

1735 см-1 в ИК-спектрах гидрогелей (EtOH) ДЭЭГ:ХТЗ и ДЭПЭГ:ХТЗ после 

удаления непрореагировавших исходных веществ и растворимых продуктов 
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реакции (рисунки 17А и Б) позволяет предположить, что при комнатной 

температуре побочная реакция между ДЭ и уксусной кислотой протекает 

преимущественно без участия хитозана (схема 3, реакция 2), хотя небольшое плечо 

в этой области ИК-спектров не исключает этерификацию концевых эпоксидных 

групп, привитых в боковую цепь ДЭ (схема 3, реакция 5). В ИК-спектре криогеля 

ДЭПЭГ:ХТЗ 1:1, полученного из уксуснокислого раствора, полоса при 1735 см-1 

отсутствует, а в криогеле ДЭЭГ:ХТЗ 1:1 её относительная интенсивность выше, 

чем в соответствующем гидрогеле ДЭЭГ:ХТЗ (EtOH) (рисунок 17А). Это 

свидетельствует о большей вероятности прививки ДЭЭГ в боковую цепь с 

последующей этерификацией при проведении сшивки в частично замороженном 

растворе (схема 3, реакция 5), что также негативно сказывается на механических 

свойствах криогеля ДЭЭГ:ХТЗ 1:1 (рисунок 16Г). 

На основании выраженной зависимости времени гелеобразования (рисунок 

13А) и механических свойств реакционных смесей (рисунок 13Б, В) и криогелей 

(рисунок 16Г) от длины цепи ДЭ, можно предположить, что различия в 

реакционной способности ДЭ в исследованном ряду действительно влияют на 

вероятность прохождения целевой реакции сшивки хитозана и расхода 

сшивающего реагента на побочные реакции [162].  

Если реакция сшивки хитозана проходит по аминогруппам (схема 3, 

реакция 1), то эквимолярное соотношение ДЭ:ХТЗ в реакционной смеси 

соответствует двукратному избытку сшивающего реагента. Тогда при отсутствии 

побочных реакций в ИК-спектрах должны проявляться полосы при ~910 см−1, 

соответствующие непрореагировавшим эпоксидным группам. Из анализа ИК-

спектров реакционных смесей ДЭЭГ:ХТЗ и ДЭПЭГ:ХТЗ в уксуснокислых и 

солянокислых растворах через 1, 3 и 7 дней после добавления ДЭ видно, что 

раскрытие эпоксидного кольца в уксуснокислом растворе ДЭЭГ происходит 

значительно быстрее, чем в солянокислом (рисунок 18А), а в ДЭЭГ быстрее, чем в 

ДЭПЭГ (рисунок 18Б).  



73 

 

 

 

 

 

Рисунок 18 – ИК-Фурье спектры реакционных смесей ДЭ:ХТЗ 1:1 через 

1,3,7 дней после добавления ДЭ (1д, 3д, 7д соответственно) и гидрогеля 

ДЭПЭГ:ХТЗ (EtOH): сшивка ДЭЭГ (А) и ДЭПЭГ (Б, В) в 3%-ных солянокислых 

(HCl) и уксуснокислых (AcОН) растворах хитозана при pH 5.5. Спектры хитозана 

и ДЭ приведены для сравнения 

 

В уксуснокислом растворе ДЭЭГ:ХТЗ непрореагировавшие эпоксидные 

группы не обнаруживаются уже через 24 ч после начала реакции, тогда как в 

солянокислом они присутствуют и через 72 ч (рисунок 18А). Таким образом, можно 

говорить о том, что в результате более высокой реакционной способности ДЭЭГ 

активнее, чем ДЭПЭГ, вступает в побочные реакции с уксусной кислотой. 

Нецелевой расход сшивающего реагента приводит через 7 суток после начала 

сшивки к получению в уксуснокислом растворе слабого геля ДЭЭГ:ХТЗ с модулем 

накопления в 5 раз ниже, чем в солянокислом растворе (рисунок 13Б, В). 

В ИК-спектрах солянокислых и уксуснокислых реакционных смесей 

ДЭПЭГ:ХТЗ через 72 ч идентифицируются непрореагировавшие эпоксидные 

группы, что объясняет менее резкое снижение эффективности сшивки в 

уксуснокислых растворах с применением этого сшивающего реагента (рисунок 18 

Б, В). Хотя из литературных данных известно, что уксусная кислота является более 

эффективным катализатором реакций аминов с ДЭ [163], в исследуемой системе 

более низкая реакционная способность хитозана по сравнению с 
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низкомолекулярными аминами приводит к тому, что значительное количество ДЭ 

после раскрытия эпоксидного кольца под действием катализатора расходуется на 

побочную реакцию с уксусной кислотой [162].  

Для качественного анализа вкладов побочных реакций прививки в боковую 

цепь (схема 3, реакция 3) с последующей дезактивацией второй эпоксидной группы 

(схема 3, реакции 4 и 5) и реакции с уксусной кислотой (схема 3, реакция 2 ) 

провели сравнительный анализ ИК-спектров в области 1200–800 см-1 для 

реакционной смеси и гидрогеля ДЭПЭГ:ХТЗ (EtOH) после удаления растворимых 

реагентов и продуктов реакции (рисунок 18В). Наблюдаемое смещение в область 

низких частот полосы, являющейся результатом частичного перекрывания полос 

колебаний связей C–O–C в ДЭПЭГ (1092 см-1) и C–O в хитозане (1064 см-1), говорит 

о более высоком содержании хитозана в гидрогеле по сравнению с реакционной 

смесью. Это подтверждает вывод о преимущественном расходе ДЭ на побочную 

реакцию с образованием растворимых эфиров уксусной кислоты (схема 3, 

реакция 2 ), сделанный на основании резкого снижения интенсивности полосы 

при 1735 см-1 в ИК-спектре гидрогеля по сравнению с реакционной смесью 

(рисунок 17Б).  

Изменения в ИК-спектрах гидрогелей и криогелей в области частот 1200–

800 см-1 можно использовать и для сравнительной оценки реакционной 

способности хитозана при комнатной температуре и в частично замороженных 

растворах (рисунок 19, приложение 2). Так, в ИК-спектре криогеля ДЭПЭГ:ХТЗ 

относительно соответствующего гидрогеля наблюдается смещение в область 

низких частот широкой полосы 1100–900 см-1 (колебания C–O–C в ДЭПЭГ и C–O 

в хитозане) (рисунок 19В), что говорит о снижении степени модификации хитозана 

сшивающим реагентом при температуре –10 °С.  
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Рисунок 19 – ИК-Фурье спектры криогелей и гидрогелей (EtOH) ДЭ:ХТЗ 

1:1, полученных в солянокислых растворах при рН 5.5 сшивкой ДЭЭГ (A), ДЭБД 

(Б) и ДЭПЭГ (В). Спектры хитозана и ДЭ приведены для сравнения. Частотные 

зависимости модулей накопления (Gʹ, заполненные символы) и потерь (Gʺ, 

пустые символы) через один (1д), три (3д) и семь (7д) дней после добавления 

ДЭЭГ (Г), ДЭБД (Д) и ДЭПЭГ (Е) в солянокислые растворы хитозана  

 

 

Изменения в исследуемой области ИК-спектров в случае гидрогелей и 

криогелей хитозана, сшитых ДЭЭГ и ДЭБД, менее заметны (рисунки 19А и Б) из-
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за меньшей молекулярной массы и, соответственно, более низкого массового % 

этих сшивающих реагентов в реакционных смесях. При этом стоит отметить, что, 

несмотря на значительно более продолжительное время гелеобразования в системе 

ДЭБД:ХТЗ 1:1 при комнатной температуре (рисунок 15Б), её реологические 

свойства через 7 дней после добавления сшивающего реагента сопоставимы с 

системой ДЭЭГ:ХТЗ 1:1 со значительно более коротким временем гелеобразования 

(рисунки 19Г и Д).  

Степень модификации хитозана (СМ) всеми тремя сшивающими реагентами 

(ДЭЭГ, ДЭБД и ДЭПЭГ) была рассчитана для криогелей, полученных при 

нескольких мольных соотношениях ДЭ:ХТЗ (рисунок 20). В результате 

установлено, что наиболее высокие значения СМ характерны для сшивки с 

применением ДЭБД. Значения СМ для ДЭБД при соотношении ДЭ:ХТЗ 1:1 

значительно превышало значение, ожидаемое из стехиометрического 

взаимодействия через аминогруппы хитозана.  
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Рисунок 20 – Степень модификации криогелей хитозана сшивающими 

реагентами при различных мольных соотношениях ДЭ:ХТЗ 

 

Хотя нельзя исключить возможность реакции ДЭ с хитозаном через 

гидроксильные группы (схема 3, реакция 6), они обычно более 
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реакционноспособны в щелочных средах [135]. Наиболее вероятным объяснением 

наблюдаемого повышения СМ является олигомеризация ДЭБД при прививке в 

боковую цепь (схема 4). Возможность этой побочной реакции именно в случае 

ДЭБД может быть связана с меньшей растворимостью ДЭБД в воде (log10WS = -

0.183 и 0.47 для ДЭБД и ДЭЭГ соответственно [164,165]) и образованием 

микрофазы, в которой олигомеризация ДЭБД конкурирует с целевой реакцией 

сшивки через аминогруппы. 

 

Схема 4 – Возможная побочная реакция олигомеризации ДЭБД при сшивке 

хитозана 

 

Для всех ДЭ в исследованном ряду можно отметить следующее: несмотря на 

более низкую реакционную способность при отрицательных температурах, 

непрореагировавшие эпоксидные группы, которые потенциально могли бы быть 

ответственными за цитотоксичность полученных материалов, не были 

идентифицированы в ИК-Фурье спектрах криогелей (рисунки 19А–В). 
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ГЛАВА 4 ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ ПОЛУЧЕНИЯ НА МОРФОЛОГИЮ 

И СВОЙСТВА КРИОГЕЛЕЙ ХИТОЗАНА, СШИТЫХ 

ДИГЛИЦИДИЛОВЫМИ ЭФИРАМИ  

 

4.1 Морфология, набухание и проницаемость криогелей хитозана 

Хотя криогелирование является одним из эффективных подходов к созданию 

материалов с низким сопротивлением потоку жидкости, примеры монолитных 

криогелей на основе хитозана с хорошей проницаемостью немногочисленны 

[21,94,96,105,166–168] по сравнению с большим количеством работ, посвященных 

криогелям хитозана в целом. Теоретически гидродинамические свойства криогелей 

зависят от структуры пор [96] и плотности сшивки [52]. Так, проницаемость ранее 

описанных криогелей хитозана, сшитых ГА, увеличивалась с увеличением 

температуры криогелирования за счет образования более крупных пор [95] и с 

увеличением плотности сшивки за счет снижения степени набухания стенок пор 

[94].  

В отличие от криогелей хитозана, сшитых ГА, проницаемость криогелей, 

сшитых ДЭ, уменьшается с увеличением степени сшивки и длины ДЭ 

(рисунок 21Б). Такая разница в свойствах криогелей может быть результатом 

особенностей морфологии и набухания криогелей в зависимости от типа 

сшивающего реагента. В процессе набухания криогелей макропоры быстро 

заполняются водой (условно несвязанная вода, свободно перемещающаяся в 

поровом пространстве), в то же время набухают и стенки пор за счет гидратации 

полимера или сшивок (связанная вода) [90]. Вода из макропор легко удаляется при 

сжатии криогеля, связанную воду можно удалить только в процессе сушки. Таким 

образом, для криогелей обычно определяют два вклада в степень набухания – 

набухание за счет макропор и за счет полимерной фазы. Поскольку гидратация ДЭ 

зависит от длины цепи и максимальна для ДЭПЭГ, увеличение степени 

модификации хитозана сшивающим реагентом приводит к результатам, 
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противоположным наблюдаемым при сшивке ГА: вклад набухания полимерной 

фазы в общую степень набухания увеличивается с увеличением степени сшивки 

(рисунок 21А). В результате, криогели, сшитые ДЭПЭГ, были проницаемыми 

только в диапазоне соотношений ДЭ:ХТЗ 1:8–1:20, тогда как проницаемость 

криогелей, сшитых ДЭЭГ, была достаточно высокой во всем интервале 

соотношений ДЭ:ХТЗ 1:1–1:20 (рисунок 21Б).  

 

Рисунок 21 – Набухание (А) и проницаемость (Б) криогелей хитозана, 

сшитых ДЭЭГ, ДЭБД и ДЭПЭГ при различных мольных соотношениях ДЭ:ХТЗ 

 

Низкая проницаемость криогелей, сшитых ДЭПЭГ, коррелирует с высокой 

степенью набухания полимерной фазы и незначительным вкладом в общее 

набухание свободной воды в макропорах до отношения ДЭПЭГ:ХТЗ 1:4. При 

низкой степени сшивки (ДЭПЭГ:ХТЗ 1:20) общая степень набухания составила 

6823 ± 1963 %, из которых 80 % приходится на вклад макропор, тогда как при 

отношении ДЭПЭГ:ХТЗ 1:1 вклад макропор в общую степень набухания составлял 

10 %. Для криогеля ДЭЭГ:ХТЗ 1:1 – вклад макропор в степень набухания составлял 

68 %. Таким образом, проницаемость криогелей сшитых, как ГА, так и ДЭ, 

повышалась с понижением степени набухания стенок пор, но отрицательная 

корреляция между степенью набухания и степенью сшивки для ДЭ отсутствовала, 

поскольку уменьшение набухания хитозана в результате сшивки частично 
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компенсировалось гидратацией и набуханием самих сшивок. Для сравнения, 

проницаемость на уровне 400 мл/ч достигалась для криогелей хитозана, сшитых 

ГА, только при высокой степени сшивки 1:2.5 [95], тогда как для криогелей, 

сшитых ДЭЭГ, такая же проницаемость обеспечивалась при меньшей степени 

сшивки при соотношениях ДЭЭГ:ХТЗ 1:4–1:20 (pисунок 21Б).  

Анализ размера пор, как основного фактора, влияющего на 

гидродинамические свойства криогелей, проводили только для проницаемых 

материалов, для которых наименьшая и наибольшая плотность сшивки 

соответствовали мольным соотношениям ДЭ:ХТЗ 1:20 и 1:4. Полученные лазерной 

конфокальной микроскопией изображения пористой структуры криогелей 

хитозана представлены на рисунке 22.  

 

 

Рисунок 22 – Изображения поперечных срезов криогелей хитозана, 

полученные с помощью лазерной сканирующей конфокальной микроскопии, и 

средние размеры пор в зависимости от сшивающего реагента и мольного 

соотношения ДЭ:ХТЗ при сшивке (1:4 и 1:20), масштабная линейка: 100 мкм 

 

При высокой концентрации сшивающих реагентов (ДЭ:ХТЗ 1:4) средний 

размер пор во всех криогелях был близок к 150 мкм [169]. Повышение 
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проницаемости, несмотря на высокие степени набухания, для криогелей, сшитых 

ДЭ при отношении ДЭ:ХТЗ 1:20, можно связать с увеличением размера пор. 

Средний диаметр пор криогелей, сшитых ДЭ, варьировался от 181 до 233 мкм, что 

в среднем в 3-4 раза больше по сравнению с представленными в литературе 

криогелями хитозана, сшитыми ГА [12,94,95,100], и пористыми матрицами, 

полученными лиофилизацией растворов хитозана [72]. Наиболее вероятной 

причиной формирования с применением ДЭ более широкопористой структуры 

криогелей, чем это возможно при сшивке ГА, является низкая скорость 

гелеобразования. Время гелеобразования в растворах хитозан-ДЭ составляет от 

нескольких часов при ДЭ:ХТЗ 1:1 до нескольких десятков часов при низких 

степенях сшивки ДЭ:ХТЗ 1:20 (рисунок 13А). Медленное увеличение вязкости при 

замораживании растворов хитозан-ДЭ не препятствует кристаллизации 

растворителя и, таким образом, способствует формированию более крупных пор. 

Напротив, при добавлении ГА в растворы хитозана аналогичной концентрации 

образование геля происходит за минуты [46,47]. Поскольку резкое увеличение 

вязкости замороженного раствора ограничивает рост кристаллов льда, размер пор 

криогелей, сшитых ГА, несущественно меняется в зависимости от молекулярной 

массы полимера и температуры криогелирования и редко превышает 70 мкм 

[52,94,95].  

Следует отметить, что поскольку вязкость растворов хитозана существенно 

зависит не только от концентрации и молекулярной массы полимера, но и от pH, 

ионной силы, анионной формы и степени деацетилирования [170–172], эти 

параметры необходимо строго контролировать в процессе получения криогелей.  

 

4.2 Механические свойства криогелей хитозана 

 

Чтобы установить, как длина цепи ДЭ и плотность сшивки влияют на 

механические свойства криогелей, записывали деформационные кривые при 
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одноосном сжатии набухших криогелей разного состава в цикле «нагрузка-

разгрузка» (рисунок 23). Деформационные кривые имеют типичную для 

биологических тканей форму с тремя выраженными областями [173,174]: 1) 

линейная область упругих деформаций (ε = 0–15 %) (рисунок 23А-1); 2) область 

сжатия пор с вытеснением свободной воды из порового пространства (ε ~ 15–55 %, 

соответствует минимальным изменениям нагрузки) (рисунок 23А-2); 3) область 

уплотнения стенок пор (ε > 55 %) (рисунок 23А-3).  

 

 

Рисунок 23 – Фотоизображение криогеля ДЭБД:ХТЗ 1:4 в процессе 

одноосного сжатия (А); деформационные кривые, записанные в цикле «нагрузки-

«разгрузки» при одноосном сжатии набухших криогелей хитозана, сшитых ДЭЭГ, 

ДЭБД и ДЭПЭГ при мольных соотношениях ДЭ:ХТЗ 1:4 и 1:20. Заполненные 

цветом области отражают доверительные интервалы (Б) 

 

В зависимости от сферы применения для характеристики механических 

свойств криогелей используются различные параметры [23]. Хотя жесткость 

криогелей (модуль Юнга) иногда рассчитывают как по первому, так и по третьему 

участкам деформационных кривых [175], выбор диапазона линеаризации в 

некоторой степени субъективен, поскольку участки не имеют четких границ, что 

делает сравнение в рядах материалов неоднозначным. Нагрузка при сжатии 
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образца до достижения определенного уровня деформации и интегральные 

характеристики, такие как удельная потенциальная энергия деформации и 

гистерезис, являются более надежными параметрами для исследования влияния 

типа сшивающего реагента и плотности сшивки на механические свойства 

криогелей. На этом основании помимо модуля Юнга, который рассчитывали 

преимущественно для сравнения с литературными данными, из деформационных 

кривых рассчитывали удельную потенциальную энергию деформации; нагрузку 

при сжатии, требующуюся для деформации образца криогеля на 40 и 75%, и 

гистерезис, характеризующий необратимые потери энергии при деформации 

(рисунок 24). Все криогели демонстрировали высокую эластичность, то есть 

способность материала восстанавливать свою первоначальную форму после 

деформации. После снятия нагрузки вытесненная из криогеля вода поглощалась 

криогелем за счет капиллярных сил с восстановлением первоначальной высоты на 

90–96 %. Максимальной эластичностью отличались криогели, сшитые ДЭПЭГ, 

восстанавливающие после снятия нагрузки первоначальную форму на 98–99 %. 

Эти криогели также характеризовались наименьшим гистерезисом за счет 

пластифицирующих свойств ПЭГ-сшивок, ослабляющих межмолекулярные 

водородные связи в хитозане, ответственные за высокую хрупкость материалов на 

его основе. Нужно отметить, что после набухания в равновесных условиях 

(избыток воды) восстановление формы было близким к 100 % для всех криогелей. 

Несмотря на то, что деформационные кривые записаны до ε = 75 %, предел 

прочности достигнут не был: после сжатия до ε ~ 95 % криогели, полученные при 

отношениях ДЭ:ХТЗ 1:4–1:20, сохраняли целостность структуры. 

Варьируя длину цепи ДЭ и степень сшивки (ДЭ:ХТЗ 1:4 и 1:20), мы получили 

криогели с модулем Юнга (Е) от 10.4 ± 0.8 до 41 ± 3 кПа (рисунок 24А), удельной 

потенциальной энергией деформации (U) от 2.7 ± 0.5 до 8.3 ± 1.3 кДж/м3 (рисунок 

24Б) и нагрузкой при сжатии до ε = 75% от 11 ± 2 до 33 ± 4 кПа (рисунок 24Г).  
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Рисунок 24 –Механические свойства криогелей хитозана, сшитых ДЭЭГ, 

ДЭБД и ДЭПЭГ при мольном соотношении ДЭ:ХТЗ 1:4 и 1:20: модуль Юнга (А), 

удельная потенциальная энергия деформации (Б), гистерезис (В) и нагрузка при 

сжатии криогеля при деформации (ε) 75 % (Г) и 40 % (Д) 

 

При высокой степени сшивки (ДЭ:ХТЗ 1:4) значения удельной 

потенциальной энергии деформации (рисунок 24Б), гистерезиса (рисунок 24В) и 

нагрузки при сжатии (рисунок 24 Г, Д) уменьшались с увеличением длины цепи 

сшивающего реагента, что свидетельствует о том, что повышение эластичности 

достигалось за счет снижения механических свойств криогелей [169]. Самый 

жесткий криогель в ряду ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 характеризовался нагрузкой при сжатии (ε 

= 75%) 33 ± 4 кПа и модулем Юнга 41 ± 3 кПа, что выше, чем для криогелей, 

сшитых ГА при мольном соотношении ГА: ХТЗ 1:3–1:5 [100]. Однако более 

высокие механические свойства криогеля ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 сочетались с хорошей 

эластичностью, нехарактерной для криогелей, полученных с применением ГА при 

таких высоких степенях сшивки. Следует также отметить, что криогели, сшитые 

ДЭБД, характеризовались наибольшим стандартным отклонением гистерезиса и 
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более высокой вероятностью образования трещин при максимальной нагрузке. Мы 

предполагаем, что это может быть результатом неравномерной структуры 

полимерной сетки, формирующейся при олигомеризации ДЭБД (схема 4). При 

низкой степени сшивки (ДЭ:ХТЗ 1:20) корреляция между механическими 

свойствами криогелей и длиной цепи сшивающего реагента была менее 

выраженной. Здесь можно отметить, что также как и при высокой степени сшивки 

наиболее высокой эластичностью и наименьшим гистерезисом характеризовался 

криогель, сшитый ДЭПЭГ. Корреляционный анализ с применением матрицы 

Пирсона показал, что нагрузка при сжатии (σ–75) криогелей хитозана зависит от 

размера пор, длины цепи сшивающего реагента, но наиболее сильно коррелирует с 

мольным соотношением ХТЗ:ДЭ (r = –0.85) и степенью набухания ( r= –0.89) 

(таблица 2). 

 

Таблица 2 – Корреляционная матрица Пирсона: анализ взаимосвязи между 

составом, структурой и свойствами криогелей хитозана, сшитых диглицидиловыми 

эфирами гликолей  

 
 

 

NC ХТЗ:ДЭ d ST SW ПМ Hys σ-75 

NC 1 0.034 -0.253 0.278 0.737 0.538 -0.428 -0.406 

ХТЗ:ДЭ 0.034 1 0.892 0.870 0.262 0.767 -0.583 -0.853 

d -0.253 0.892 1 0.779 0.146 0.570 -0.479 -0.698 

ST 0.278 0.870 0.779 1 0.593 0.844 -0.677 -0.899 

SW 0.737 0.262 0.147 0.593 1 0.640 -0.541 -0.534 

ПМ 0.538 0.767 0.570 0.847 0.639 1 -0.747 -0.853 

Hys -0.428 -0.583 -0.479 -0.677 -0.541 -0.747 1 0.755 

σ-75 -0.406 -0.853 -0.698 -0.899 -0.534 -0.853 0.755 1 

*NC – число атомов углерода в сшивающем реагенте (длина цепи ДЭ), N=8, 10 и 23 для ДЭЭГ, 

ДЭБД и ДЭПЭГ соответственно); ХТЗ:ДЭ (мольное соотношение ХТЗ:ДЭ, 4 – высокая плотность сшивки, 

20 – низкая плотность сшивки); d – диаметр пор; ST (общее набухание); SW (набухание за счет макропор); 

ПМ – глубина ферментативного гидролиза, достигаемая за 24 ч; Hys (гистерезис); σ-75 (нагрузка при 

деформации на сжатие 75%)  
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4.3 Устойчивость криогелей хитозана к ферментативному гидролизу 

 

Устойчивость хитозана к ферментативному гидролизу является важным 

фактором, определяющим скорость биорезорбции хитозановых имплантатов [176] 

и скорость высвобождения лекарственных препаратов in vivo из гидрогелевых 

пленок [177] и других форм направленной доставки лекарственных средств. 

Хитозан с различной степенью ацетилирования может быть гидролизован 

различными специфическими и неспецифическими ферментами [130], включая 

эндоглюкозаминидазу, которая присутствует в сыворотке крови и лейкоцитах 

человека и проявляет хитиназную активность [178,179]. Как уже отмечалось в 

литературном обзоре, тип и плотность сшивки в процессе получения на основе 

хитозана материалов разного назначения могут существенно влиять на скорость их 

ферментативной деградации. 

Для предварительной оценки влияния способа получения на устойчивость 

криогелей хитозана к ферментативному гидролизу исследовали глубину гидролиза 

(потерю массы) криогелей под действием фермента β-глюканазы за 24 ч в 

зависимости от длины цепи ДЭ и степени сшивки (ДЭ:ХТЗ 1:4 и 1:20). β-Глюканаза 

относится к целлюлазному комплексу, который по типу гидролитической 

активности подразделяется на эндо-1,4-β-глюканазу, гидролизующую β-1,4-

глюкозидную связь вдоль полимерной цепи, экзо-1,4-β-D-глюканазу, 

отщепляющую целлобиозу с невосстановленных концов целлюлозной цепи и β-

глюканазу, расщепляющую целлобиозу до двух глюкозидных единиц [180,181]. 

Анализ продуктов гидролиза большинства целлюлаз из наиболее известных 

штаммов показал эндоактивную природу фермента по отношению к хитозану 

[182]. β-Глюканаза, используемая в данной работе в качестве модельного 

фермента, продуцируется мицелиальными грибами Myceliophthora fergusii и 

содержит комплекс ферментов, основным из которых является β-глюканаза (эндо-
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β-1,4-глюканаза). Согласно работе [183], ферментативный препарат, полученный 

из данного штамма грибов, проявляет хитиназную и хитозаназную активность. 

На рисунке 25А показано, что для криоглей ряда ДЭ:ХТЗ 1:4 глубина 

гидролиза возрастала с увеличением длины цепи ДЭ при максимальной и 

минимальной степени деградации 57 ± 12% и 29 ± 3 % в случае сшивки ДЭПЭГ и 

ДЭЭГ соответственно. При низкой плотности сшивки (ДЭ : ХТЗ 1:20) глубина 

гидролиза была в среднем в два раза выше и достигала 95 ± 2 % для ДЭПЭГ : ХТЗ.  
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Рисунок 25 – Ферментативный гидролиз криогелей ДЭ:ХТЗ β-глюканазой 

(330 ед/мл, рН 7.4, Т= +37 °С): потеря массы (глубина гидролиза) за 24 ч (А) и ее 

зависимость от отношения ДЭ:ХТЗ при сшивке ДЭПЭГ (Б); кинетические кривые 

ферментативной деградации криогелей ДЭПЭГ:ХТЗ (В, Г) с преобразованием в 

линейную форму по уравнению кинетики псевдопервого порядка (Г) 
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Глубина гидролиза криогеля ДЭБД:ХТЗ 1:4 была значительно ниже 

(37 ± 5 %) по сравнению с пленкой хитозана, сшитой при соотношениях ДЭБД:ХТЗ 

1:2–5:1 в изопропаноле и полностью разлагающейся хитозаназой за 24 ч 

аналогично несшитой пленке [70]. Этот факт подтверждает, что в известных из 

открытых публикаций работах сшивку хитозана ДЭ проводили в неподходящих 

условиях. 

Для нахождения корреляции между глубиной ферментативной деградации, 

условиями сшивки и характеристиками криогелей, были определены 

коэффициенты корреляции Пирсона для следующих параметров: длина цепи 

сшивающего реагента, мольное соотношение ХТЗ:ДЭ (4:1 и 20:1), размер пор, 

общая степень набухания, нагрузка при сжатии до ε = 75% (таблица 2). 

Установлено, что на восприимчивость криогелей к ферментативному гидролизу 

влияют все эти параметры, но наибольшее влияние оказывают мольное 

соотношение ДЭ:ХТЗ (r = 0.77), степень набухания (r = 0.84) и нагрузка при сжатии 

(r = – 0.85). Так, максимальная глубина деградации при обеих степенях сшивки 

наблюдалась для наиболее эластичных криогелей, сшитых ДЭПЭГ, с наибольшей 

в ряду степенью набухания и минимальными значениями удельной потенциальной 

энергией деформации и нагрузки при сжатии. При этом ожидаемо глубина 

гидролиза снижалась с увеличением степени сшивки (уменьшением отношения 

ХТЗ:ДЭ). 

Для достижения максимального широкого диапазона изменения глубины и 

скорости ферментативного гидролиза соотношение ДЭПЭГ:ХТЗ варьировали от 

1:1 до 1:20. В зависимости от плотности сшивки криогели ДЭПЭГ:ХТЗ разлагались 

β-глюканазой за 24 ч на 11–95 % (рисунок 25Б ), линейная корреляция между 

глубиной гидролиза и плотностью сшивки наблюдалась в диапазоне мольных 

соотношений ДЭПЭГ:ХТЗ от 1:1 до 1:12. Кинетика ферментативной деградации 

криогелей ДЭПЭГ:ХТЗ (рисунок 25В), сшитых ДЭПЭГ, хорошо описывается 

уравнением реакций псведопервого порядка (рисунок 25Г). При увеличении 
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концентрации сшивающего реагента в 20 раз скорость деградации полученного 

криогеля снизилась в 612 раз (таблица 3), что делает устойчивость к 

ферментативному гидролизу параметром, наиболее чувствительным среди 

оцениваемых параметров к условиям получения криогелей хитозана [169]. 

 

Таблица 3 – Константы скорости ферментативной деградации криогелей 

ДЭПЭГ:ХТЗ β-глюканазой (активность β-глюканазы – 330 ед/мл, рН 7.4, 

T= +37 °C) 

Мольное соотношение 

ДЭПЭГ:ХТЗ  

k1(1/ч) R2 

1:1 0.00033 0.78 

1:4 0.00781 0.99 

1:8 0.03964 0.99 

1:12 0.05824 0.97 

1:20 0.20502 0.88 

 

Повышение устойчивости криогелей хитозана к ферментативному гидролизу 

с ростом степени сшивки можно объяснить участием в реакции аминогрупп 

хитозана, в результате чего уменьшается количество структурных фрагментов, 

которые может атаковать фермент. Низкая и плохо контролируемая устойчивость 

к ферментативному гидролизу пленок хитозана, сшитых ДЭБД и ДЭПЭГ, 

отмеченная в работах [70,133], вероятно является результатом низкой степени 

сшивки в гетерогенных условиях в метаноле [70] или в растворе уксусной кислоты 

[133]. Таким образом, разработанный нами способ получения криогелей хитозана 

с использованием ДЭ позволяет эффективно управлять скоростью ферментативной 

деградации криогелей, варьируя длину цепи ДЭ и степень сшивки, что может быть 

использовано в дизайне материалов биомедицинского назначения с настраиваемой 

скоростью биорезорбции. 
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ГЛАВА 5 ПРИМЕНЕНИЕ КРИОГЕЛЕЙ ХИТОЗАНА 

 

5.1 Сорбционные свойства монолитных криогелей хитозана 

 

Одной из важнейших областей применения хитозана является очистка 

сточных вод и питьевой воды. Благодаря наличию первичных аминогрупп, хитозан 

является высокоэффективным сорбентом для различных типов поллютантов, 

включая ионы тяжелых металлов, красители и растворенные органические 

вещества. Чтобы обеспечить применимость в динамических условиях сорбции при 

рН < 5 и избежать возникновения сопротивления на колонке, гранулы хитозана 

должны иметь относительно большие размеры и низкую степень набухания [184]. 

Отрицательной стороной высокой степени сшивки, необходимой для снижения 

степени набухания, является снижение сорбционной емкости за счет участия в 

процессе сшивки аминогрупп хитозана. Так, например, сорбционная ёмкость 

гранул хитозана, сшитых ДЭЭГ в щелочной среде, по отношению к кислотным 

красителям была в 1.5 раза меньше, чем у исходного хитозана [185]. Еще одной 

проблемой является низкая скорость диффузии абсорбата внутри жесткой 

полимерной матрицы, что приводит к значительному снижению динамической 

сорбционной емкости с увеличением размера гранул сорбента.  

Основное преимущество монолитных широкопористых сорбентов перед 

гранулированными сорбентами такого же состава заключается в том, что за счет 

тонких стенок пор значительно снижаются ограничения, связанные с внутренней 

диффузией адсорбата. Достичь аналогичного эффекта при применении гелевых 

сорбентов можно только за счет уменьшения размера гранул, что неизбежно 

приводит к росту сопротивления на колонке. Однако для применения в 

сорбционных колонках монолитные широкопористые сорбенты должны быть 

проницаемыми при высоких скоростях потока, иметь при минимальной толщине 

стенок достаточную механическую прочность, чтобы противостоять деформациям 
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при давлении потока жидкости и сохранять постоянство объема в процессе 

сорбции во избежание формирования пристеночных каналов и снижения 

эффективности сорбции с ростом степени заполнения сорбента.  

Исходя из первых двух требований и результатов исследования зависимостей 

между составом и свойствами криогелей хитозана, приведенных в главе 4, 

наиболее предпочтительным сшивающим реагентом для получения сорбционных 

материалов представляется ДЭЭГ. В качестве модельного адсорбата мы выбрали 

относящийся к группе антрахиноновых красителей ализариновый красный S (АК) 

(рисунок 26А), который широко используется в текстильной промышленности и 

устойчив к деградации [186]. Очистка сточных вод текстильной промышленности 

является важной проблемой во многих странах из-за высокой устойчивости 

красителей к аэробному разложению и окислителям [35]. Существуют различные 

формы сорбентов на основе хитозана для извлечения красителей – гранулы, 

микросферы, мембраны, волокна и т.п. [35,187,188], однако, насколько нам 

известно, возможности применения криогелей хитозана для извлечения красителей 

в динамических условиях сорбции не исследовались. 

Сорбционные свойства по отношению к АК криогелей хитозана, сшитых 

ДЭЭГ при различных мольных соотношениях ДЭ:ХТЗ, были предварительно 

исследованы в статическом режиме при рН 5.6. На рисунке 26Б показано, что 

криогели хитозана имеют высокую сорбционную емкость, которая повышается с 

416 до 983 мг/г с уменьшением степени сшивки ДЭ:ХТЗ от 1:1 до 1:20 

соответственно. Поскольку АК сорбируется на хитозане по электростатическому 

механизму за счет образования ионной связи между аминогруппой и 

сульфогруппой, изменяется степень набухания полимерной фазы сорбента, что 

сопровождается изменением объема. Эти изменения тем более значительны, чем 

ниже степень сшивки. Так, объем сорбента ДЭЭГ:ХТЗ 1:20 с максимальной 

сорбционной емкостью уменьшался на 53 % при величине сорбции 387 мг/г 

(рисунок 26В). В результате такого значительного изменения объема в процессе 
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сорбции, монолитный материал перестает прилегать к стенкам колонки и 

эффективность сорбции резко падает. С увеличением степени сшивки изменения 

объема при сорбции становятся менее значительными и для криогеля 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 не превышают 10% при величине сорбции 386 мг/г. 

 

 

Рисунок 26 − Структурная формула красителя ализаринового красного S (АК) 

(А); сорбционная емкость криогелей ДЭЭГ:ХТЗ по красителю АК (Б) при 

следующих условиях сорбции:исходная концентрация АК 1000 мг/л, Т:Ж 1:1000, 

рН = 5.6, время контакта – 24 ч; изменение объема криогелей ДЭЭГ:ХТЗ, сшитых 

при мольном соотношении 1:4 и 1:20, после сорбции красителя АК при величине 

сорбции 250 и 380 мг/г (В) 

 

Влияние рН на эффективность извлечения АК исследовали в широком 

диапазоне рН 2–10 на криогеле ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 (рисунок 27А). Вследствие того, что 

хитозан является слабым основанием с рКа 6.5–6.7, а сульфогруппа АК 

ионизирована во всем диапазоне рН, эффективность извлечения АК была 
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постоянной при рН 2–8 и составила 95–97 %. При рН >8, т.е. при полной 

депротонизации аминогруппы хитозана, электростатические взаимодействия 

между сорбентом и АК ослабевали и эффективность извлечения падала до 42 % 

при рН 10. Таким образом, в широком диапазоне рН криогель ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 может 

применяться для практически полного извлечения красителя АК, даже при его 

высокой исходной концентрации в растворе.  

Высокая аффинность криогеля ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 к АК подтверждается формой 

изотермы сорбции (рисунок 27Б), которая хорошо описывается с применением 

модели Ленгмюра со следующими параметрами: Qmax (максимальная сорбционная 

емкость) – 803 мг/г, KL (константа Ленгмюра) – 0.18 л/г. Сорбционная емкость 

криогеля ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 существенно выше по сравнению с емкостью большинства 

приведенных в литературе материалов для сорбции АК. Например, сорбционная 

емкость магнетита с хитозановым покрытием составила 40.12 мг/г [189], гранул 

хитозана, импрегнированных ионной жидкостью Aliquat-336 – 127 мг/г [190], 

оксида графена и графитового порошка 88.50 мг/г и 34.13 мг/г соответственно 

[191].  

 

 

Рисунок 27 − Зависимость сорбции и эффективности извлечения красителя 

АК от рН при исходной концентрации АК 500 мг/л (А) и изотерма сорбции АК 

при pH = 5.6 (Б) на криогеле ДЭЭГ:ХТЗ 1:4. Условия сорбции: Т:Ж 1:1000, время 

контакта – 24 ч, Т = +25 °С 
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Сорбцию АК в динамическом режиме исследовали на монолитном сорбенте 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 при скорости потока 20 к.о./ч из раствора с концентрацией АК 

20 мг/л (рисунок 28). На выходной кривой сорбции до проскока наблюдается 

горизонтальный участок с эффективностью извлечения АК – 100%. Эффективную 

динамическую сорбционную емкость рассчитывали для точки, соответствующей 

проскоку 10 % от начальной концентрации красителя (концентрация АК 2 мг/л на 

выходе из колонки), она составила 283 мг/г.  
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Рисунок 28 − Выходная кривая сорбции АК на монолитном криогеле 

ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 (внутренний диаметр колонки − 0.48 см, высота слоя – 6 см), 

концентрация АК – 20 мг/л, скорость потока – 20 к.о./ч, pH = 5.6. Вставка: 

фотоизображение фрагмента криогеля до и после сорбции 

 

Наиболее вероятной причиной большой разницы в значениях динамической 

и статической сорбционной емкости является изменение объема монолитного 

сорбента (Рисунок 26 В), в результате чего нарушается эффективный транспорт 

абсорбата через весь объем пористой структуры монолита, и эффективность 

сорбции резко падает. Несмотря на то, что величина эффективной динамической 
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сорбционной емкости составляет 35 % от полной статической сорбционной 

емкости, она выше значений емкостей по АК, приведенных в литературе для 

других сорбентов [189–191], что подтверждает перспективность применения 

криогелей для очистки вод от этого типа поллютантов.  

Возможность регенерировать сорбент и использовать его в нескольких 

циклах важна для практического применения, особенно учитывая стоимость 

материалов на основе хитозана. Известно, что щелочные растворы обеспечивают 

наибольшую эффективность элюирования кислотных красителей после сорбции на 

хитозановых сорбентах [192]. Рисунок 29А показывает, что эффективность 

десорбции АК увеличивается с концентрацией NaOH в диапазоне 0.01–0.3 М и 

достигает 70 %. Применение криогелей в нескольких последовательных циклах 

сорбции/элюирования показано на рисунке 29Б: эффективность извлечения АК из 

раствора с концентрацией 20 мг/л сохранялась на уровне 100 % в трех циклах при 

эффективности элюирования 70–80 %.  

 

Рисунок 29 – Эффективность извлечения (R) на криогеле ДЭЭГ:ХТЗ 1: 4 и 

последующего элюирования (Э) красителя АК растворами NaOH: в зависимости 

от концентрации NaOH при R > 99% (A) и номера цикла при концентрации NaOH 

0.3 моль/л (Б). Условия элюирования: Т:Ж 1:10, время контакта – 2 ч, Т = +25 °С 
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5.2 Применение криогелей хитозана в качестве носителей 

катализаторов 

 

Большой интерес к применению ковалентно сшитых ионогенных полимеров 

в качестве носителей наночастиц металлов в гетерогенном катализе определяется 

возможностью легко контролировать содержание металла в грануле и получать 

металлические наночастицы непосредственно в полимерной матрице путем 

восстановления предварительно сорбированных ионов металлов [193,194]. В 

качестве перспективных носителей металлических катализаторов наряду с 

синтетическими полимерами рассматривается хитозан [195–198], существенное 

преимущество которого для получения композитных металл-содержащих 

катализаторов заключается в том, что даже в немодифицированном виде он хорошо 

сорбирует ионы большинства переходных и благородных металлов.  

Для получения на основе криогелей хитозана Pd(0)-содержащих 

композитных катализаторов ионы Pd(II) сорбировали из солянокислого раствора на 

дисках криогелей, полученных сшивкой ДЭЭГ, ДЭБД, ДЭПЭГ при мольном 

отношении ДЭ:ХТЗ 1:4, и затем восстанавливали боргидридом натрия. Высокая 

аффинность хитозана к ионам благородных металлов обеспечивает количественное 

извлечение ионов Pd(II) из разбавленных растворов, что позволяет получать 

материалы с содержанием палладия до 100 мг/г без использования на стадии 

сорбции избытка PdCl2. Вместе с тем известно, что максимальную эффективность 

в гетерогенном катализе демонстрируют материалы, в которых наночастицы 

металла располагаются на поверхности гранул [193,198], что делает полную 

загрузку носителей палладием в соответствии с их сорбционной емкостью 

нецелесообразной. После сорбции ионов Pd(II), их восстановления до Pd(0) и 

сушки на воздухе материалы сохраняли пористую структуру (рисунок 30).  
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Рисунок 30 – СЭМ-изображения криогелей ДЭ:ХТЗ 1:4/Pd(0) 

 

Поскольку ранее мы показали, что для непористых гранул хитозана и его 

производных заметное падение эффективности катализатора наблюдается при 

содержании палладия ниже 0.09 % [184], в данном исследовании содержание 

палладия для всех матриц фиксировали на уровне 1.5 %, надежно обеспечивающем 

высокую каталитическую активность. Таким образом, разница в эффективности 

композитных катализаторов будет определяться преимущественно 

характеристиками полимерной матрицы.  

На рисунке 31А представлены результаты исследования кинетики конверсии 

пара-нитрофенола в реакции восстановления боргидридом натрия (схема 5) в 

зависимости от носителя палладиевого катализатора.  

 

 

Схема 5 – Реакция восстановления пара-нитрофенола боргидридом натрия 
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Из рассчитанных на основании полученных данных констант скоростей 

реакции (рисунок 31Б, таблица 4) можно сделать вывод, что эффективность 

катализатора уменьшается в ряду матриц ДЭЭГ:ХТЗ > ДЭБД:ХТЗ > ДЭПЭГ:ХТЗ. 

Этот ряд соответствует увеличению степени набухания криогелей, в том числе, в 

значительной степени за счет повышения степени набухания полимерной фазы 

(рисунок 32А). Высокая степень набухания криогелей ДЭПЭГ:ХТЗ определяется 

более высоким массовым % гидрофильного сшивающего реагента в ряду при 

постоянном мольном отношении ДЭ:ХТЗ. 

 

Рисунок 31 – Кинетика конверсии пара-нитрофенола в реакции с 

боргидридом натрия на катализаторах ДЭ:ХТЗ 1:4, содержащих 1.5% наночастиц 

Pd(0) (А) и линейная форма кинетических кривых, рассчитанная с 

использованием уравнения кинетики реакции псевдопервого порядка (Б) 

 

В результате утолщения стенок и уменьшения просвета пор в ряду криогелей 

ДЭ:ХТЗ 1:4, сшитых ДЭ с разной длиной цепи: ДЭЭГ < ДЭБД < ДЭПЭГ 

(рисунок 32Б), скорость конверсии снижается более чем в 4 раза при постоянном 

содержании палладия (таблица 4).  

 

 

 



99 

 

 

 

Таблица 4 – Константы скорости реакции восстановления пара-нитрофенола 

боргидридом натрия на Pd(0)-содержащих катализаторах  

Полимерный носитель* Константа скорости, мин-1 R2 

ДЭЭГ: ХТЗ 1:4 0.0914±0.004 0.99 

ДЭБД:ХТЗ 1:4 0.0587±0.004 0.99 

ДЭПЭГ:ХТЗ 1:4 0.0217±0.004 0.99 

*содержание палладия – 1.5 % 

 

 

Рисунок 32 – Изображения поперечных срезов криогелей хитозана, 

полученные с помощью лазерной сканирующей конфокальной микроскопии, 

мольное соотношение ДЭ:ХТЗ при сшивке 1:4, масштабная линейка: 50 мкм (А); 

степень набухания криогелей ДЭ:ХТЗ 1:4 в воде (Б) 

 

Таким образом, криогели, сшитые ДЭЭГ и имеющие минимальную в ряду 

степень набухания полимерной фазы, а также высокую проницаемость для потока 

жидкости, являются наиболее подходящими материалами в исследованном ряду 

для применения в качестве носителей палладиевых катализаторов. 
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5.3 Биомедицинское применение криогелей хитозана  

 

5.3.1 Цитосовместимость криогелей хитозана и применение для 3D 

культивирования клеток  

Динамика и сложность опухолей in vivo в значительной степени 

определяются метаболическими градиентами и механическими характеристиками 

микроокружения – внеклеточного матрикса (ВКМ), которые достаточно сложно 

имитировать in vitro [140,147]. Поскольку ограниченность межклеточных 

взаимодействий в традиционно используемых 2D моделях монослойных культур 

для тестирования новых лекарственных препаратов приводит к значительному 

расхождению между результатами доклинических и клинических испытаний 

[140,147,199], 3D культивирование клеток все чаще рассматривается в качестве 

более достоверного инструмента для имитации физиологической функции ВКМ 

при изучении миграции, пролиферации и агрегации клеток, а также оценке их 

чувствительности к лекарственным препаратам [140].  

Для исследования цитотоксичности полученных криогелей хитозана и их 

применимости в качестве скаффолдов для 3D культивирования клеток была 

выбрана постоянная линия клеток карциномы прямой кишки человека (HCT 116) и 

криогели, значительно отличающиеся по своим морфологическим и механическим 

характеристикам – ДЭБД:ХТЗ 1:4 и ДЭПЭГ:ХТЗ 1:12 [154]. 

Через 24 ч культивирования клеток HCT 116 со сшивающими реагентами 

ДЭБД и ДЭПЭГ в концентрациях, соответствующих условиям получения 

криогелей, наблюдали гибель 89 и 55 % клеток соответственно (рисунок 33А), что 

свидетельствует о достаточно высокой цитотоксичности ДЭ. Вместе с тем в 

процессе сшивки хитозана эпокси группы, ответственные за токсичность ДЭ, 

раскрываются и участвуют в образовании новой эфирной связи, устойчивой к 

гидролизу. По данным ИК-спектроскопии (рисунок 18), непрореагировавшие 



101 

 

 

 

эпоксигруппы в криогелях не обнаруживаются, что коррелирует с высокой 

цитосовместимостью обоих материалов (рисунок 33Б).  

 

Рисунок 33 – Результаты оценки жизнеспособности и функциональной 

активности клеток карциномы прямой кишки человека (HCT 116) в присутствии 

сшивающих реагентов ДЭБД и ДЭПЭГ через 24 ч культивирования (А) и 

криогелей ДЭБД:ХТЗ 1:4 и ДЭПЭГ:ХТЗ 1:12, полученных при тех же 

концентрациях ДЭ через 7 дней культивирования (Б) 

 

Из рисунка 34 видно, что в более мягких криогелях ДЭПЭГ:ХТЗ 1:12 уже на 

третьи сутки культивирования формируются компактные клеточные сфероиды с 

плотными межклеточными контактами. Размер сфероидов постепенно 

увеличивается и к 14-ым суткам превышает 100 мкм. Несмотря на то, что доля 

мертвых клеток увеличивалась с увеличением времени культивирования, рост 

плотности клеток свидетельствует о сохранении их высокой пролиферативной 

активности. Снижение жизнеспособности, вероятно, наблюдается вследствие 

перенаселения криогеля и ограничения доступа питательных веществ к клеткам. В 

более жестком криогеле ДЭБД:ХТЗ 1:4 морфология клеточных агрегатов 

отличается в сторону преобладания контактов клеток с полимерной матрицей, в 

результате чего агрегаты представляют собой рыхлые структуры, в большей 

степени распластывающиеся по стенкам пор [200]. Жизнеспособность клеток в 
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криогеле ДЭБД:ХТЗ 1:4 также снижалась с увеличением времени культивирования 

на фоне экспоненциально растущей плотности клеток. Таким образом, можно 

сделать вывод, что полученные криогели хитозана цитосовместимы, пригодны для 

длительного 3D культивирования клеток, а морфология формирующихся 

клеточных агрегатов зависит от характеристик криогелей.  

 

Рисунок 34 – Общий вид клеточных структур НСТ 116 и функциональная 

активность и плотность клеток НСТ 116 через 3, 7, 10, 14 дней культивирования в 

2D (адгезионный планшет) и 3D (криогели ДЭБД:ХТЗ 1:4 и ДЭПЭГ:ХТЗ 1:12) 

условиях, масштабная линейка: 100 мкм 

 

 

5.3.2 Биосовместимость криогелей хитозана  

Биосовместимость криогеля ДЭЭГ:ХТЗ 1:4 исследовали in vivo на животной 

модели (мышь). После вскрытия кожного покрова над бедренной мышцей через 14 

дней после операции признаков патологических изменений (кровенаполнение, 

отек, гиперемия кожных сосудов и мышечной ткани, наличие экссудативного 
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воспаления) не было выявлено ни в присутствии имплантата (левая мышца), ни в 

контрольной ткани (правая мышца). 

 

Рисунок 35 − Микрофотография гистологического препарата границы 

между живой тканью и имплантатом: I – имплантат; A – участок 

лейкоцитарной реакции; B – участок молодой соединительной ткани с 

коллагенизацией; C – кровеносный сосуд (×400) 

 

Исследования гистологических препаратов не выявили достоверных 

различий в морфологии тканей и репаративных процессах в окружающих и 

прилежащих к имплантату тканях по сравнению с контролем. У всех 

экспериментальных животных умеренная воспалительная реакция вокруг 

имплантатов сопровождалась формированием нормальной грануляционной 

ткани (рисунок 35). Вокруг имплантата (рисунок 35, область I) наблюдалась 

умеренная лейкоцитарная реакция (рисунок 35, область А) и образование 

фуксинофильных коллагеновых волокон соединительной ткани 

активированными тканевыми фибробластами (рисунок 35, область В). 

Признаков выраженного роста фиброзной ткани вокруг имплантатов, а также 

патологических изменений в окружающих поперечнополосатых скелетных 

мышцах, таких как экссудативное воспаление, некроз или дистрофия 
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миоцитов, которые могли бы быть вызваны низкомолекулярными 

продуктами деградации и реактогенностью материала имплантата, также не 

наблюдалось. 

Дистрофические и аутоиммунные изменения не выявлялись ни в 

функциональных тканях, прилегающих к имплантату, ни в органах (печень, 

почки, селезенка), ответственных за метаболизм и выведение продуктов 

биодеградации полимеров [201].  
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ВЫВОДЫ 

1. Впервые изучены особенности гелеобразования в солянокислых и 

уксуснокислых растворах хитозана в присутствии диглицидиловых эфиров 

(ДЭ). Установлено, что время гелеобразования резко снижается при рН >4.5, 

а причиной низкой эффективности сшивки хитозана в уксуснокислых 

растворах является расход ДЭ на побочную реакцию образования сложного 

эфира уксусной кислоты. Впервые доказана возможность использования 

диглицидиловых эфиров этиленгликоля (ДЭЭГ), 1.4-бутандиола (ДЭБД) и 

(поли)этиленгликоля (ДЭПЭГ) для сшивки хитозана в частично 

замороженных растворах с получением криогелей с настраиваемой пористой 

структурой и свойствами. Проницаемые криогели с размером пор от 

154 ± 37 до 233 ± 57 мкм были получены при температуре –10 °C и времени 

сшивки 12 суток из 3 %-ных солянокислых растворов хитозана при рН 5.5 в 

диапазоне мольных соотношений ДЭ:ХТЗ 1:4–1:20.  

2. Установлено, что общая степень набухания, проницаемость и эластичность 

криогелей хитозана, сшитых ДЭ, растут с понижением степени сшивки. При 

этом с ростом длины цепи ДЭ степень набухания и эластичность 

увеличиваются, а проницаемость падает. Удельная потенциальная энергия 

деформации, нагрузка при деформации и величина гистерезиса в цикле 

одноосного сжатия снижаются с увеличением длины цепи ДЭ и 

уменьшением степени сшивки криогелей. Наиболее чувствительным к 

условиям сшивки параметром является устойчивость криогелей к 

ферментативной деградации. Для криогелей, сшитых ДЭПЭГ, скорость 

ферментативной деградации под действием β-глюканазы снижается в 612 раз 

при изменении мольного соотношения ДЭПЭГ:ХТЗ от 1:20 до 1:1. 

3. Показано, что оптимальное соотношение проницаемости, механических и 

сорбционных свойств для применения криогелей в монолитных 

сорбционных колонках достигается при сшивке хитозана ДЭЭГ при мольном 
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отношении ДЭ: хитозан 1:4. Полная статическая сорбционная емкость такого 

криогеля по отношению к красителю ализариновому красному составила 

803 мг/г, эффективная динамическая сорбционная емкость – 280 мг/г.  

4. Показано, что cкорость реакции каталитического восстановления 

нитрофенола на криогелях хитозана с нанесенными наночастицами палладия 

снижается в ряду сшивающих реагентов ДЭЭГ > ДЭБД > ДЭПЭГ, что 

коррелирует с увеличением степени набухания полимерной фазы и 

снижением проницаемости криогелей. 

5. Впервые установлено, что криогели хитозана, сшитые ДЭ, характеризуются 

высокой цитосовместимостью и пригодны для длительного 3D 

культивирования клеток человека. При этом морфология формирующихся 

клеточных агрегатов зависит от характеристик криогелей. Высокая 

биосовместимость криогеля хитозана, сшитого ДЭЭГ, доказана в 

эксперименте in vivo на животной модели (мышь).  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ 

C/N  атомное соотношение углерод/азот 

4-НФ 4-нитрофенол 

G’  модуль накопления 

G”  модуль потерь 

KL  константа Ленгмюра, л/ммоль 

R эффективность извлечения 

ААм акриламид 

АК ализариновый красный S 

БААм N,N’-метиленбисакриламид 

ВКМ внеклеточный матрикс 

ГА  глутаровый альдегид 

ДМЕМ питательная среда DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

ДСЕ  динамическая сорбционная емкость 

ДЭ диглицидиловый эфир 

ДЭБА диглицидиловой эфир бисфенол А 

ДЭБД  диглицидиловый эфир 1,4 бутандиола 

ДЭПЭГ диглицидиловый эфир полиэтиленглколя 

ДЭЭГ  диглицидиловый эфир этиленглколя 

к.о./ч колоночных объемов в час 

КМХ карбоксиметилхитозан 

НПВО приставка нарушенного полного внутреннего отражения 

ПАА полиакриламид 

ПМ потеря массы 

ПММА полиметилметакрилат 

СД степень дезацетилирования 

СМ степень модификации 

СР сшивающий реагент 

СЭМ сканирующая электронная микроскопия 

Т:Ж соотношение сорбент (Т) : раствор (Ж) 

ХТЗ хитозан 

Э эффективность элюирования 

ЭДТА этилендиаминтетрауксусная кислота 
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Приложение 1: Обработка реологических кривых 

Имеется набор n   экспериментальных реологических кривых. Каждая кривая 

состоит из двух ветвей – восходящей и нисходящей. Восходящая ветвь кривой i

содержит ,F im точек , ,,F ij F ijP x , нисходящая -  ,B im  точек , ,,B ij B ijP x . Находится общая 

область определения всех кривых: 
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 (1) 

Восходящая и нисходящая ветвь каждой кривой описывается линейным 

сплайном с ,F im  и ,B im  узлами. В результате, для каждой кривой i  получаем два 

сплайна: ( ) ( ), , , ,;F i F i B i B iP S x P S x= = . Линейные сплайны (в отличие от кубических) 

гарантируют монотонность функции между узлами. Вычисляем n значений энергии 

деформации: 

2.  ( )
max

min

max, ,

x

i F i

x

E S x dx=   (2) 

Находим среднее значение maxE и его стандартное отклонение ( )maxE : 

3.  

( ) ( )

max max,

1

2

max max, max

1

1

1

1

n

i

i

n

i

i

E E
n

E E E
n



=

=

=

= −
−





 (3) 

Вычисляем n значений относительной энергии диссипации ,dis iE : 
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4.  

( )
max

min

min, ,

max, min,

,

max,

x

i B i

x

i i

dis i

i

E S x dx

E E
E

E

=

−
=


 (4) 

Находим среднее значение 
disE и его стандартное отклонение ( )disE : 

5.  

( ) ( )

,

1

2

,

1

1

1

1

n

dis dis i

i

n

dis dis i dis

i

E E
n

E E E
n



=

=

=

= −
−





 (5) 

Разбиваем общую область определения реологических кривых на N узлов (в 

нашем случае, 400N = ) с равномерным шагом по x : 

6.  

max min

min

1

, 0... 1i

x x
x

N

x x i x i N

−
 =

−

= +  = −

 (6) 

Для каждого узла j  находится среднее значение для восходящей и 

нисходящей ветви: 

7.  
( )

( )

,

1

,

1

1

1

n

F F i jj
i

n

B B i jj
i

P S x
n

P S x
n

=

=

=

=





 (7) 

И их стандартные отклонения: 

8.  

( ) ( )( )

( ) ( )( )

2

,

1

2

,

1

1

1

1

1

n

F F i j Fj j
i

n

B B i j Bj j
i

P S x P
n

P S x P
n





=

=

= −
−

= −
−





 (8) 
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Приложение 2  

 
 

Расширенный вариант ИК-Фурье спектров, представленных на рисунке 19: 

ИК-спектры криогелей и гидрогелей (EtOH) ДЭ:ХТЗ 1:1, полученных в 

солянокислых растворах при рН 5.5 сшивкой ДЭЭГ (A), ДЭБД (Б) и ДЭПЭГ (В). 

Спектры хитозана и ДЭ приведены для сравнения.  
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