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Обзор посвящен обобщению научных данных в области химической структуры и свойств хитина и хитозана,
полученных из биомассы грибов, и анализу направлений их модификации для использования в медицине и пищевой
промышленности в качестве веществ с антибактериальной, противовирусной, ранозаживляющей и антикоагулянтной
активностью. Освещены особенности биосинтеза хитина грибами отделов Basidiomycota, Ascomycota, Deuteromycota и
биосинтеза хитозана грибами отдела Zygomycota. Показано, что высшие грибы содержат хитин в своих клеточных стен-
ках в виде хитин-глюканового комплекса, низшие (зигомицеты) – в форме хитозан-глюкана. Определены эффективные
компоненты субстратов, влияющие на продуцирование полисахаридов грибами – углеводы в виде глюкозы, сахарозы и
мальтозы, органические формы азота в виде дрожжевого экстракта и кукурузной муки, минеральные компоненты в виде
дигидрофосфата и моногидрофосфата дикалия. Особое внимание уделено аспектам выделения хитина, его направленной
химической модификации до хитозана, карбоксиметил- и сульфопроизводных хитиновых полимеров. Описаны биоло-
гические свойства и применение основных производных. Показано, что свойства и область применения карбоксиме-
тилпроизводных хитина и хитозана в значительной степени зависят от их структуры, степени замещения и расположения
гидроксильных и аминогрупп. Основными реагентами при получении карбоксиметилпроизводных являются монохло-
рацетат натрия, монохлоруксуная и глиоксалевая кислоты, выбор соответствующих условий реакции и реагентов позво-
ляет получить карбоксиметилхитин, N-, O-, N,O-карбоксиметилхитозаны или N,N-дикарбоксиметилхитозан. Карбокси-
метильные производные хитина и хитозана находят применение в составе систем доставки лекарств, противомикробных
средств, в тканевой инженерии, в качестве компонентов некоторых косметических средств и продуктов питания. Основ-
ными сульфирующими агентами являются олеум, пиридин и хлорсульфоновая кислота, такая модификация позволяет
получать 2-N-, 6-O-, 2-N-6-O- и 3-O-сульфаты хитозана. Сульфопроизводные хитина и хитозана могут быть использо-
ваны в качестве основы для получения гемосовместимых материалов (с антитромботической и антибактериальной ак-
тивностями).
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Введение

За два последних десятилетия мировое производство съедобных грибов демонстрирует четкую поло-
жительную динамику с увеличением тоннажа в несколько раз [1]. Основной прирост отмечается по широко
культивируемому в странах Европы шампиньону двуспоровому (Agaricus bisporus, около 32% мирового про-

изводства грибов), шиитаке (Lentinus edodes (Berk.)
Pegler)  и мейтаке (Grifola frondosa (Dicks: Fr.)
Gray) – видам, традиционно выращиваемым в Ки-
тае и ряде других восточных стран, и вешенке
обыкновенной (Pleurotus ostreatus), выращиваемой
в промышленных масштабах в нескольких странах
мира [2]. Основной причиной такой динамики
называется рост информированности потребителей
о роли компонентов грибов в структуре рациона и
так называемом «здоровом питании» [3].
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Одним из наиболее ценных компонентов химического состава грибов, обладающих выраженными
биологическими эффектами, считается хитин-глюкановый комплекс (ХГК или CGC) – комплекс специфич-
ных производных глюканов, ковалентно связанных с хитином и составляющих основу клеточных стенок
высших базидиальных грибов [4–6]. В структуре клеточной стенки хитин относится к числу основных ком-
понентов [7]. Кроме плодовых тел и мицелия, хитин содержится в спорах и клеточных стенках гифов, в
составе микрофибрилл, обеспечивающих специфичную морфологию и жесткость клеточной стенки. Целым
рядом исследований было показано, что полисахариды высших грибов, в том числе из A. bisporus, эффек-
тивно выполняют функции пребиотиков [8–13]. Кроме того, хитин и его деацетилированное производное
хитозан считаются наиболее хорошо изученными и наиболее активными веществами грибного происхожде-
ния, обладающими противоопухолевыми и иммуномодулирующими свойствами [14–16].

Важно отметить, что наращивание объемов производства культивируемых грибов сопровождается и
ростом побочных продуктов и отходов, суммарная доля которых составляет от 5 до 20% объема производ-
ства самих грибов [17]. Так, только производство шампиньонов (A. bísporus) ежегодно приводит к образова-
нию около 50 тыс. тонн отходов [18]. Эти отходы являются быстро портящимися объектами с высокой ак-
тивностью собственных ферментов (в частности тирозиназы), представляя одну из экологических проблем
для перерабатывающих предприятий [4], но при этом – и бесплатный естественный источник биологически
активных полисахаридов. Таким образом, ежегодный прирост объемов грибных отходов свидетельствует о
необходимости поиска эффективных технологий выделения и очистки хитина и хитозана и их рациональ-
ного использования.

Хитин и хитозан являются природными биополимерами, получаемыми не только из грибной биомассы,
но преимущественно из панцирей ракообразных, экзоскелетов насекомых и моллюсков [19, 20]. Однако из-
вестные обзоры, посвященные особенностям строения, структуры и свойств хитина и хитозана, обобщают ин-
формацию преимущественно о соединениях, выделенных из насекомых, гидробионтов и низших грибов.

Все вышесказанное послужило основанием для обобщения ранее опубликованных научных данных о
методах выделения и доказанных свойствах хитина и хитозана. Целью представленной работы стала систе-
матизация научных данных в области получения хитина и хитозана из биомассы грибов, модификации их
структуры и обусловленных ею биологических свойств, а также выявление механизмов возможной взаимо-
связи химической и ферментативной модификации азотсодержащих полисахаридов с проявляемой ими био-
логической активностью.

Основная часть

Хитин – линейная макромолекула, состоящая преимущественно из N-ацетилглюкозаминовых мономе-
ров (рис. 1). Хитин грибов, как и хитин ракообразных, имеет подобную целлюлозе молекулярную структуру,
основное отличие состоит в замещении гидроксильной группы C2 целлюлозы на ацетамидную группу.

Хитин считается вторым по распространенности на земле биополимером (после целлюлозы), с ежегод-
ным биосинтезом в объеме более 100 млрд т [21]. В процессе роста насекомых, ракообразных и грибов хитин
ферментативно синтезируется из гликогена (рис. 2). Первым этапом является катализ гликогена фосфорилазой,
после чего гликоген превращается в глюкозо-1-фосфат. В присутствии фосфомутазы образуется глюкоза-6-
фосфат, преобразующийся гексокиназой во фруктозу-6-фосфат. На следующем этапе фруктоза-6-фосфат через
последовательное аминирование и ацетилирование преобразуется в N-ацетилглюкозамин. Стадия изомериза-
ции заключается в катализируемом фосфо-N-ацетилглюкозаминмутазой переносе фосфата с углерода C6 на
C1. Далее из уридинтрифосфата (UTP) образуется N-ацетилглюкозамин уридиндифосфата (UDP). И, наконец,
из UDP N-ацетилглюкозамина трансмембранными хитинсинтазами катализируется образование хитина [20,
22], который впоследствии в клетках членистоногих образует ассоциаты с белками, а в клетках грибов – с дру-
гими углеводами [23]. В клетках низших грибов образующиеся хитиновые цепи сразу частично деацетилиру-
ются хитиндеацетилазами, действующими одновременно с хитинсинтазами [24].

Хитозан представляет собой линейный биополимер из β-(1-4)-D-глюкозаминовых звеньев (GlcN), его
получение из хитина в клеточной стенке низших грибов катализируется хитиндеацетилазой [25]. В отличие
от целлюлозы, содержание азота в хитине и хитозане составляет 5–8%, что обеспечивает им особые биоло-
гические функции и реакционоспособность [18]. Однако наличие аминных и гидроксильных групп на каж-
дом деацетилированном звене делает хитозан химически и биологически более активным, чем хитин. Раз-
личные физико-химические модификации этих реакционноспособных групп позволяют дополнительно из-
менять физико-механические и биологические свойства хитозана [26].
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Рис. 1. Схема получения хитозана
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Рис. 2. Этапы биосинтеза хитина, цитируется по [25]

Как в ракообразных, так и в грибах хитин находится в полиморфной форме. Ключевое отличие хитина
грибов от хитина насекомых и гидробионтов заключается в том, что ковалентная связь хитина с глюканами,
имеющими (1→3) гликозидные связи и боковые ответвления в положении (1>6) и отщепляемыми при кис-
лотной обработке, в грибах – более прочная [27, 28]. В панцирях ракообразных и чешуе насекомых хитин
находится в форме минерально-белковых комплексов, начинающих гидролизоваться уже в процессе экс-
тракции хитина, но разрушаемых полностью только после щелочного гидролиза и последующей кислотной
деминерализации, применяемой с целью удаления минеральных составляющих – преимущественно карбо-
натов и фосфатов кальция [18, 23, 29]. Тем не менее по окончании всех обработок структура хитина грибов
становится подобной структуре хитина ракообразных [30].

Считается, что наличие хитина повышает целостность и прочность клеточной стенки ткани высших
и низших грибов и обеспечивает ее механическую защиту от разрушения и резких перепадов темпера-
тур [31–33]. Несмотря на то, что пределы варьирования хитиновой составляющей в грибах составляют от 8
до 43%, а в мицелии – от 5 до 35% [30], хитин и хитозан являются компонентами клеточной стенки не всех
грибов. Высшие грибы содержат хитин в своих клеточных стенках в виде хитин-глюканового комплекса,
низшие (например, зигомицеты) – в форме хитозан-глюкана [34, 35]. Биосинтез хитозана грибами является
результатом работы двух ферментов – хитинсинтазы и хитиндеацетилазы. Первый отвечает за биосинтез
хитина, второй катализирует реакцию деацетилирования. Уридин-дифосфо-N-ацетилглюкозамин (UDP-
GlcNAc) является доминирующим донором глюкозила для образования хитина. Считается, что эта реакция
в клетках грибов происходит вблизи плазматической мембраны, где хитинсинтазы высвобождают UDP-
GlcNAc из цитоплазмы и присоединяют его к хитиновой цепи, которая одновременно направляется к кле-
точной стенке [24, 25]. В клетках грибов хитинсинтаза хранится в субклеточных органеллах, называемых
хитосомами. До 2/3 хитосом состоят из белка (хитинсинтазы), а оставшаяся часть – из липидов. В хитосомах
хитинсинтаза находится в зимогенной форме, и для ее активации необходим частичный протеолиз. Синтез
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хитина в клетках задерживается из-за этой зимогенности до тех пор, пока хитосомы не достигнут опреде-
ленного места на поверхности клетки, где будет формироваться клеточная стенка [31]. Как только хитосомы
достигают плазматической мембраны, хитинсинтаза активируется, и каждая субъединица хитосомы начи-
нает синтезировать новую хитиновую цепь. Хитосомальные хитинсинтазы (субъединицы), достигающие по-
верхности клетки, могут либо оставаться прочно связанными в комплексе, либо диспергироваться. Когда
хитинсинтазы остаются связанными, растущие цепи хитина располагаются близко друг к другу и поэтому
могут непосредственно кристаллизоваться в длинные микрофибриллы. Однако когда хитинсинтазы перехо-
дят в дисперсную форму на поверхности клетки, хитиновым цепям требуется больше времени для кристал-
лизации и, следовательно, стадия их зарождения продлевается. После синтеза хитина хитиндеацетилаза, рас-
положенная в клеточной стенке, атакует вновь сформированный хитин с образованием хитозана. Однако
этот фермент неэффективен в отношении кристаллического хитина, и, следовательно, только цепи хитина,
образующиеся из диспергированной хитинсинтазы, подвержены деацетилированию в хитозан. Поскольку
хитозана в клеточной стенке грибов-зигомицетов больше, чем хитина, по-видимому, основная часть хитин-
синтазы действует в диссоциированной форме на плазматической мембране этих грибов [34, 35].

Количество хитина в клеточной стенке грибов зависит от вида, условий окружающей среды и воз-
раста. Так, например, по результатам исследований разными авторами разных проб шампиньона
(A. bísporus), плодовые тела этого гриба могут содержать хитина от 13.3 до 17.3%, 35%, от 20 до 38%, 43%
[7]. Такое разнообразие значений по содержанию хитина можно объяснить тем фактом, что его количество
значительно меняется в течение жизненного цикла гриба, а также за время хранения после сбора. Отмечается
также, что для достижения максимального выхода хитина и хитозана грибы следует собирать на поздней
фазе экспоненциального роста [36].

Содержание хитина в грибной массе может варьировать и в зависимости от метода и условий культи-
вирования грибов [37]. В условиях искусственного культивирования основные различия в метаболической
активности, а следовательно, и в продуктивности синтеза хитина грибом возникают в основном вследствие
изменений субстрата и условий окружающей среды. При глубинном выращивании упрощается процедура
наращивания грибной биомассы и получения из нее хитина и хитозана [22, 38].

Как содержание, так и характеристики полисахаридов во многом зависят от вида и штамма грибов и
условий ферментации (температуры, освещенности, аэрации, состава и рН субстрата). Показано, что неко-
торые штаммы шиитаке (Lentinus edodes), трутовика лакированного (Ganodem lucidum) и кринипеллиса ше-
роховатого (Crinipellis schevchenkovi) в условиях погруженной культуры способны синтезировать до 8.0 г/л
экзополисахаридов и 8–10 г эндополисахаридов на каждые 100 г биомассы [39]. Как правило, биосинтез
полисахаридов достигает своего оптимального уровня в условиях хорошего кислородного снабжения. Од-
нако существует определенный предел, после которого биосинтез полисахаридов снижается. Для большин-
ства видов грибов в качестве интервала температур, оптимального для интенсивного синтеза полисахаридов,
указывается 22…30 °C. рН субстрата является еще одним фактором, влияющим на выработку полисахари-
дов грибами: изменение рН среды индуцирует производство полимеров с различной молекулярной массой.
При этом в отличие от «быстрого» синтеза полисахаридов бактериями грибам требуется более длительное
время инкубации [40]. Так, в условиях погруженной культуры антродии камфорной (Antrodia cinnamomea)
установлено, что с увеличением продолжительности ферментации молекулярная масса синтезируемых по-
лисахаридов может снижаться.

Еще одним критическим фактором, определяющим продуцирование полисахаридов, является вид и
концентрация входящих в субстрат углеводов, используемых грибами в качестве основного источника угле-
рода. Хотя в большинстве случаев характеристики синтезируемых грибами полисахаридов не связаны с ви-
дом вводимых в состав субстрата углеводов, интенсивность их выработки мицелием существенно зависит
от используемого источника углерода и его дозировки в субстрате.

Для интенсификации роста мицелия и выработки полисахаридов многие исследователи добавляли к
традиционному субстрату дополнительные источники углеводного и азотного питания. Целым рядом работ
показано, что оптимальным является введение в питательную среду от 30 до 60 г/дм3 углеводов. В качестве
рекомендуемых углеводных добавок чаще всего указываются глюкоза, сахароза и мальтоза, но для некото-
рых видов грибов выявлены однозначные предпочтения в отношении углеводов. Так, для большинства ви-
дов высших грибов синтез полисахаридов на субстрате с мальтозой – выше, по сравнению с использованием
сахарозы, а для шиитаке и вешенки характерна максимальная интенсивность синтеза полисахаридов при
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внесении в культуральные среды в качестве источника углерода глюконата натрия. Наличие подобной зави-
симости поясняется тем, что разные виды и штаммы грибов по-разному метаболизируют углеводы, то есть
с вероятностью катаболической репрессии различных сахаров при синтезе грибами специфичных по струк-
туре и молекулярной массе полисахаридов [40].

Выработку грибами полисахаридов стимулирует и усиление азотного питания. При наличии неорга-
нических источников азота грибы производят меньше полисахаридов по сравнению с использованием орга-
нических форм азота. Наиболее универсальными азотными добавками, способствующими усилению био-
синтеза полисахаридов разными видами высших грибов, показали себя дрожжевой экстракт и кукурузная
мука, относительно эффективным является использование аммонийных солей и мочевины [40, 41]. Вне за-
висимости от вида источника азотного питания, достаточной признана концентрация азота в культуральной
среде в пределах 1–10 г/дм3 [40]. Следствием усиления азотного питания является не только усиление син-
теза хитина, но и расширение диапазона молекулярных масс этого полимера [42].

Важным дополнением к питанию, необходимым грибам для синтеза полисахаридов, считается наличие
в субстрате источника фосфора, что объясняется участием фосфора в синтезе соединений – предшественников
глюкозаминов (рис. 2). Как наиболее эффективные фосфатные добавки отмечены дигидрофосфат и моногид-
рофосфат дикалия [40]. В ряде случаев дополнительные положительные эффекты наблюдались при введении
в питательную стреду других минеральных солей и органических добавок – таких как витамины, аминокис-
лоты, определенные жирные кислоты или жирное масло и др. Можно предположить, что некоторые из отме-
ченных эффектов могут быть связаны с синтезом полисахаридов грибами не напрямую, а опосредованно, по-
средством участия этих веществ в синтезе необходимых для выработки хитина ферментов.

Физико-химические свойства и, соответственно, биологическая активность хитина и хитозана опре-
деляются природой хитинсодержащего сырья, но в значительной мере также связаны со способом их выде-
ления из природных источников и последующей очистки, что сопровождается получением продукта с раз-
ной конформацией и степенью деацетилирования.

Отдельные неразветвленные цепи макромолекулы хитина имеют линейную, спиралеподобную струк-
туру, каждый из витков которой имеет диаметр 10.0–10.49 Å вдоль условной «оси» цепи. В нативном состоянии
этого полимера отдельные звенья 2-ацетамидо-2-дезоксиглюкозы, соединенные между собой 1,4-β-гликозид-
ной связью, развернуты в структуре молекулы хитина друг относительно друга на 180° [(GlcNAc)2] [43]. Такая
спиралеподобная структура микрофибрилл хитина обеспечивает им высокую прочность и эластичность.

В зависимости от ориентации боковых ответвлений различают три природные разновидности хитина,
различающиеся по расположению и полярности соседних цепей: α-, β- и γ-формы [44, 45]. Наиболее кри-
сталлической, нерастворимой, химически стабильной и распространенной в природе формой считается α-
хитин [46–48], мономер которого имеет орторомбическую форму и состоит из двух N,N'-диацетилхитобио-
зных звеньев, образующих две антипараллельные цепи [49]. Это определяет способность α- хитина образо-
вывать дополнительные внутримолекулярные водородные связи и относительную плотность образующейся
структуры.

В составе β-хитина элементарным звеном является N,N'-диацетилхитобиоза, формирующая полимер
в виде жесткой и негибкой ленты из параллельных цепей за счет более слабых межмолекулярных связей
03→05 Н-связей [50], вследствие чего β-хитин, как правило, более реакционноспособен [51]. И, наконец, γ-
хитин является алломорфом, в котором сочетаются две параллельные и одна антипараллельная цепи [52].

В животном и грибном сырье хитин естественным образом связан с другими полимерами, такими как
белки или глюканы, на долю которых часто приходится более половины массы хитинсодержащей ткани [53],
эта связь может быть как ковалентной, так и ассоциативной [49]. Наличие разных форм хитина в одном
организме связывается со спецификой физиологических функций, выполняемых этими формами хитина.

Хитин выделяют, как правило, щелочным гидролизом, после промывки и гомогенизации сырья. По-
вышение концентрации растворов щелочи обеспечивает прямое деацетилирование хитина [54]. При этом
для выделения хитина из ракообразных требуется от 17 до 72 ч, включая 1–24 ч деминерализующей обра-
ботки соляной кислотой и 16–48 ч щелочного гидролиза-депротеинирования; деацетилирование в 40% рас-
творе гидроксида натрия при 120 °C в течение 1–3 ч дает 70% деацетилированного хитозана [23].

По сравнению с ракообразными грибы содержат меньше хитина (в среднем, до 26% от общей биомассы
грибов, в виде хитин-глюканового комплекса), однако выделение хитина и хитозана из грибной биомассы
представляет безусловный научный и коммерческий интерес [55, 56], что объясняется отсутствием сезонности
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и региональной изменчивости (при условии промышленного культивирования) и более простой технологией
извлечения. В частности, отсутствием необходимости агрессивной кислотной обработки, необходимой для
очистки и деминерализации хитина ракообразных [47, 57], поскольку твердое роговое вещество ракообразных
только в поверхностном слое представляет собой хитин-карбонат кальция, а внутренние его структуры содер-
жат также белок, который невозможно полностью удалить без кислотной деминерализации [58].

Основная биологическая активность полисахаридов высших грибов, представляющих собой линей-
ные или разветвленные β-D-глюканы либо их комплексы с белками, заключается в активации макрофагов,
являющихся первым звеном в каскаде иммунных реакций и отвечающих за продуцирование цитокининов –
естественных регуляторов иммунной системы [39]. Молекулярная масса, степень ацетилирования и распре-
деление заряженных групп в хитине и хитозане грибного происхождения потенциально отличаются от та-
ковых в ракообразных, что обусловливает широту функциональных свойств и более высокую биологиче-
скую активность полисахаридов [7]. В грибах жесткая структура хитина дополнена более «гибким» и раз-
ветвленным глюканом, обеспечивающим естественную прочность и жесткость волокон хитина в грибной
биомассе [59]. Хитину грибов в большей степени присущ β-полиморфизм (а соответственно, и более высокая
реакционоспособность, по сравнению с α-хитином), зависящий от условий выделения и степени полимери-
зации [23, 30]. В свою очередь, грибной хитозан рассматривается как полимер с колоссальным биологиче-
ским потенциалом из-за его свободных аминогрупп, обеспечивающих поликатионную, хелатообразующую
активность и диспергирующие свойства наряду с хорошей растворимостью в разбавленных кислотах, напри-
мер, в уксусной кислоте [36].

Для выделения хитина из грибов используют мицелиальную биомассу и плодовые тела. Получение
хитина и хитозана из биомассы грибов имеет большое преимущество в получении продуктов со стабильным
составом и свойствами, при относительной простоте технологии выделения [5]. На этапе щелочного гидро-
лиза-деацетилирования обеспечивают условия, исключающие контакт реакционной смеси с кислородом воз-
духа, для чего реакционную смесь продувают азотом либо добавляют NaBH4, чтобы контролировать неже-
лательную деполимеризацию и производство реакционоспособных веществ [23].

Во многих работах показано, что антимикробная и фунгицидная активность хитина и хитозана, как и
некоторые другие виды проявляемой ими биологической активности, взаимосвязана с молекулярной массой
этих полисахаридов, а не только с наличием определенных функциональных групп. В исследованиях поли-
сахаридов низших грибов установлено, что большую антимикробную активность проявляет хитозан с более
низкой молекулярной массой [60–62]. Это объясняется тем, что меньшие по размеру молекулы легче прони-
кают через клеточную мембрану бактерий, ингибируя транскрипцию РНК, чем вызывают подавление роста
и гибель клеток [63, 64]. Другая теория объясняет антимикробное и антигрибковое действие хитозана его
поликатионной природой, вызывающей изменение проницаемости клеток и провоцирующей тем самым
утечку внутриклеточных компонентов из-за взаимодействия с компонентами клеточной мембраны или ак-
тивными компонентами содержимого бактериальных клеток, что также приводит к их гибели [65, 66]. В
частности, в грибковом патогене Botrytis cinerea хитозан обладает способностью подавлять активность по-
лигалактуроназы, что вызывает цитологические повреждения гифов [18].

Молекулярная масса выделенных из природного сырья хитина и хитозана может варьировать от 50
до 2000 кДа [23, 67, 68], в качестве одной из основных причин такого разброса молекулярных масс указыва-
ется применение в процессе выделения этих полисахаридов агрессивных химических реагентов – щелочей
и минеральных кислот, способных вызвать разрушение цепей хитина.

Наряду с взаимосвязью биологической активности с молекулярной массой хитина и хитозана многие
биологические свойства полисахаридов связаны с зарядом аминогрупп, поэтому количество и распределение
ацетильных групп в полимерной цепи также влияют на активность этих соединений. Считается, что именно
наличие положительного заряда и связанной с этим способности к хелатообразованию обеспечивает хитозану
широту ингибирующего действия в отношении вирусов, бактерий, дрожжей и плесеней [26, 69, 70]. Увеличе-
ние доли положительно заряженных катионных групп в полимерной цепи полисахарида обусловливает взаи-
модействие с отрицательно заряженной поверхностью бактерий, что ингибирует рост микроорганизмов [71–
73]. Увеличение степени деацетилирования, отражающей долю свободных аминогрупп в молекуле хитина, со-
провождается повышением вязкости, что усиливает проявление ингибирующей активности хитозана [23]. Как
следствие, хитозан с почти предельно высокой степенью деацетилирования (97.5%) имеет более высокую плот-
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ность положительного заряда по сравнению с повышенной степенью деацетилирования (83.7%), что сопро-
вождается и проявлением более выраженных антимикробных свойств. Хелатирующей способностью объясня-
ется и наличие у полисахаридов свойств антиоксидантов, обусловленных связыванием ионов металлов, спо-
собных катализировать окислительные процессы [74, 75].

Из разных источников в различных условиях выделены полисахариды с разной степенью деацетилиро-
вания, обусловленной разным соотношением хитина и его деацетилированной формы – хитозана [76]. Специ-
фичное аксиально-экваториальное положение ацетамидной и гидроксильной групп (С2 и С3) обусловливает
определенную устойчивость ацетамидных групп хитина к гидролитическому отщеплению, в том числе в усло-
виях повышенных значений рН [46]. И хотя для деацетилирования хитина могут быть использованы как кон-
центрированные растворы кислот, так и растворы щелочи, тот факт, что гликозидные связи более уязвимы к
кислотам, способным повредить линейную цепь полимера, деацетилирование хитина растворами щелочи при-
меняется значительно чаще [47, 77]. К другим агрессивным факторам, способным повредить полимерную цепь
хитозана и повлиять на его активность, относят высокие температуры и давление [78].

N-ацетилирование, то есть соотношение 2-ацетамидо-2-дезокси-d-глюкопиранозы к основным зве-
ньям 2-амино-2-дезокси-d-глюкопиранозы, определяет растворимость и структурные свойства хитиновых
полимеров [79]. Соответственно, степень деацетилирования является одной из наиболее важных характери-
стик полисахаридов, влияющих на их растворимость и биологическую активность [33]. Относительно пол-
ное деацетилирование удается осуществить лишь в достаточно жестких условиях щелочного гидролиза –
при обработке 40–49% растворами NaOH при температуре 110–140 °С в течение 4–6 ч. Однако и в этих
условиях степень дезацетилирования составляет не более 80–90% [46].

Хитин имеет подобную целлюлозе степень полимеризации и аморфно-кристаллическую структуру,
вследствие чего отличается очень низкой растворимостью; при этом по механической прочности и химиче-
ской стойкости хитин во многом превосходит целлюлозу [46]. Степень ацетилирования хитина составляет
примерно 90%. Плохая растворимость хитина, нерастворимого в воде и большинстве органических раство-
рителей, является основным ограничивающим фактором в его использовании.

Хитозаном считаются полимеры со степенью деацетилирования 50–98%. Хитозан нерастворим в
большинстве органических растворителей и водных растворах с рН выше 6.5. Считается, что для обеспече-
ния хорошей растворимости уровень деацетилирования полисахарида должен быть близок к 50%, а ацетиль-
ные группы должны быть равномерно распределены вдоль цепи полимера, что недостижимо в сильноще-
лочной среде из-за нарушения конфигурации [80]. С этим связано то, что именно хитозан находит более
широкое применение – он более растворим в воде и растворим в водных растворах кислот, таких как уксус-
ная, муравьиная и молочная (при рН<6.0). Наиболее часто используемым раствором является 1%-ная уксус-
ная кислота,  дающая растворы с рН около 4.0 [81]. Значение рН влияет на ионное состояние и характери-
стики хитозана. При низких значениях рН происходит протонирование аминов, что делает полимер положи-
тельно заряженным и более растворимым. При рН более 6 амины хитозана депротонируются, происходит
потеря заряда и образуется нерастворимый ионный электролит [23]. Именно поэтому образцы хитозана со
степенью деацетилирования более 85% в водных растворах с рН ниже 6 образуют коллоидные растворы с
сильным положительным зарядом [18].

При очевидных преимуществах в растворимости и проявляемой биологической активности хитозан
не отличается высокой технологичностью (прежде всего в обеспечении необходимых адгезивных свойств и
эластичности). Отсутствие ацетильных групп, обеспечивающих образование водородных связей в хитине и
стабилизирующих его кристаллическую структуру, делает хитозан механически непригодным для получе-
ния тонких, но эластичных пленок и прочных композитов [82]. Напротив, хитин является прочным, с проч-
ностью на разрыв нановолокон порядка 1.6–3.0 ГПа, что считается сопутствующим эффектом от наличия
водородных связей между цепями макромолекул [83]. Как следствие, современные способы модификации
хитина и хитозана направлены на повышение их функциональности и расширение возможностей примене-
ния [23, 74, 84, 85].

Большинство исследований сосредоточено на химической модификации либо включении хитина или
хитозана в нанокомпозиты с целью устранения физических, биомедицинских или механических недостатков
нативных хитиновых полимеров. Часто такая модификация связана с улучшением растворимости хитина и
хитозана [86] и основана на наличии у включаемых в структуру полимера заместителей дополнительной
протонодонорной активности [74].
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Одно из перспективных направлений модификации хитина и хитозана сопряжено с интересом к хи-
тоолигосахаридам со степенью полимеризации n≥5–6, образующимся при разрушении хитина и хитозана в
процессе их выделения из природных источников либо при целенаправленной химическом или фермента-
тивном гидролизе [87, 88]. Такой интерес вызван множеством клинических примеров проявления олигоме-
рами более высокой репаративной активности по сравнению с более высокомолекулярными хитиновыми
полимерами [89, 90].

Химическая деполимеризация, последствия которой наблюдаются при щелочном гидролизе и кислот-
ной деминерализации выделенного хитина, приводит к получению смеси различающихся по степени деаце-
тилирования олигомеров и мономеров, что связано с подверженностью гидролизу β(1→4)-гликозидных и
ацетамидных связей глюкозаминов. Следствием кислотного гидролиза является появление случайно повто-
ряющихся звеньев D-глюкозамина: при непродолжительной обработке 35% HCl при 80 °C получены олиго-
меры хитозана, имеющие 1–15 и 20–40 мономеров, кратковременная обработка азотной кислотой или пере-
кисью водорода позволяет получать стехиометрически более чистые олигомеры. Еще более однородный по
составу олигомеров продукт обеспечивает медленный (до 4 недель при комнатной температуре) гидролиз
хитинглюканового комплекса в 85% H3PO4 [55]. Физико-химические способы деполимеризации хитина и
хитозана также достаточно эффективны и, как правило, основаны на комбинировании реагентных способов
и различных видов волновых воздействий – микроволнового [91], ультразвукового или СВЧ [92].

Ферментативная деполимеризация основана на возможности гидролиза хитозана целым рядом фер-
ментов – гемицеллюлазами, липазами, целлюлазами, лизоцимом, папаиназой, пектиназами и др. Скорость и
глубина ферментативной деполимеризации регулируется изменением продолжительности обработки, рН,
температуры [92]. Основной недостаток ферментативной деполимеризации заключается в том, что продукты
гидролиза, как правило, контаминированы белками самого ферментного препарата и сопутствующими мик-
робными метаболитами, что недопустимо в условиях применения в фармации и медицине и требует соот-
ветствующих дополнительных методов очистки целевого продукта.

Химическая модификация хитозана осуществляется с целью добавления хитиновому полимеру раз-
личных функциональных групп, включая первичный амин и первичные и вторичные ОН-группы. (рис. 3). В
литературных источниках в основном приведены реакции химической модификации хитина и хитозана, по-
лученных из ракообразных. В связи с тем, что хитин и хитозан, полученные из биомассы грибов, схожи по
структуре и свойствам этих полимеров из ракообразных, их можно модифицировать по таким же схемам и
механизмам. Поэтому далее в обзоре приведены реакции модификации полимеров, полученных в основном
из ракообразных.

Наиболее частыми приемами химической модификации хитина и хитозана являются карбоксимети-
лирование, при котором вводятся новые карбоксиметильные группы, и кватернирование, при котором тре-
тичный амин переводится в четвертичное аммониевое соединение.

Карбоксиметилирование хитина и хитозана, заключающееся во введении в структуру мономера до-
полнительной карбоксиметильной группы, считается одной из наиболее эффективных и многоплановых мо-
дификаций. Прежде всего, такая модификация позволяет перевести полисахариды в более гидрофильную
форму, чем обеспечивает повышение их растворимости в водной среде и некоторых органических раство-
рителях [93], улучшение технологических свойств и биосовместимости получаемых на их основе гидрогелей
[94], пленочных материалов и биоклеев [95], поскольку подобные материалы из немодифицированного хи-
тозана слишком жесткие [23, 30, 96].

Специфика проявляемых биологических свойств карбоксиметилированного хитозана зависит от сте-
пени карбоксиметилирования и положения заместителя карбоксиметильной группы [97]. К настоящему вре-
мени отработано четыре основных схемы замещения хитозана, с получением О-карбоксиметилхитозана, N-
карбоксиметилхитозана, N,O-карбоксиметилхитозана и N,N-дикарбоксиметилхитозана [94]. Все эти карбок-
симетилированные производные растворимы в воде, но при этом проявляют разную по направленности
и/или выраженности биологическую активность. Так, N,O-карбоксиметилхитозан обладает лучшими анти-
бактериальными свойствами, чем О-карбоксиметилхитозан и немодифицированный хитозан [98], N-карбок-
симетилхитозан эффективнее работает на репарацию мягких тканей, индуцируя выработку воспалительных
цитокинов [97], а N,N-дикарбоксиметилхитозан – на регенерацию костной ткани, путем хелатирования
ионов кальция и магния [99].



СОВРЕМЕННЫЕ ПОДХОДЫ К ВЫДЕЛЕНИЮ И МОДИФИКАЦИИ … 37

хитозан

O

OHO
NH2

OH

O

OHO

NH2

OH

O

OHO

NH

O

O

OH

O

OH

O

OHO
NH

OH

O

OH

O

OHO
NH2

O

O

OH

N,O-дикарбоксиметилхитозан N-карбоксиметилхитозан O-карбоксиметилхитозан

O

OHO
N

OH

O
OH O

OH

N,N-дикарбоксиметилхитозан

O
OHO

NH

OH

O

OHO
NH

OH

O

OHO

NH

OH

O

OH

O

HO

 глютамат хитозана

O

OHO
NH3

+

O

SO3
-

сульфоэтилхитозан

O

OHO
NH

OH

OR

N-ацетилхитозан

O

OHO
NH

OH

O

HO

OHтирозилхитозансшитый хитозан

Рис. 3. Направления модификации хитозана (цитируется по [23, 30])

Методы получения карбоксиметилпроизводных хитина и хитозана

Карбоксиметилхитин (КМХ) является водорастворимым производным хитина и представляет собой
полиэлектролит со свойствами, схожими с карбоксиметилцеллюлозой. КМХ можно получить реакцией вза-
имодействия порошкообразного хитина с монохлоруксусной кислотой в среде изопропилового спирта. Пе-
ред проведением реакции хитин предварительно обрабатывают 60% раствором гидроксида натрия при 20 °С
в течение 12 ч [100]. Степень карбоксиметилирования хитина, влияющая на растворимость в воде, опреде-
ляется концентрацией NaOH при обработке хитина на первой стадии. Общая схема реакции получения КМХ
приведена на рисунке 4.

Один из запатентованных способов получения карбоксиметилхитина включает три основные стадии:
(1) растворение хитина в смешанном растворе NaOH и CO(NH2)2; (2) добавление в раствор хлорацетата
натрия в соотношении 1 : (4–20) при перемешивании, температуре 0–20 °С в течение 72–120 ч с последую-
щей нейтрализацией раствора до рН 7.0 разбавленной соляной кислотой; (3) диализ и сушка содержащего
хитин раствора [101]. К преимуществам описанного способа следует отнести возможность проводения ре-
акции карбоксиметилирования в мягких условиях, несущественное повреждение нативной структуры хи-
тина и высокую степень замещения карбоксиметильными группами. Полученный продукт обладает высокой
растворимостью в воде и может найти применение в пищевой, фармацевтической промышленности и меди-
цине, при создании косметических средств, гемостатических, ранозаживляющих материалов, таблеток, пле-
нок, мембран, микрокапсул и других лекарственных форм, а также в сельском хозяйстве для предпосевной
обработки семян в качестве стимулятора роста растений.
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Другой вариант получения карбоксиметилового эфира хитина предусматривает предварительную ак-
тивацию хитина водным раствором гидроокиси натрия в присутствии изопропанола при соотношении хи-
тина, гидроокиси натрия, изопропанола и воды по массе, соответственно, 1 : (1.04–1.1) : (9.4–10.6) : (1.1–1.3)
при 23–30 °C в течение 2.5–3.0 ч, последующее алкилирование хитина монохлоруксусной кислотой в при-
сутствии изопропанола при массовом соотношении хитина, монохлоруксусной кислоты и изопропилового
спирта 1 : (1.12–1.20) : (0.81–2.40) соответственно 1.5–2.0 ч при 70–80 °C (табл. 1) [102]. Такая последова-
тельность обработок хитина позволяет получать щелочерастворимые эфиры, содержащие, наряду с N-
ацетильными, карбоксильные группы, что обеспечивает полученному веществу более высокую активность
полиэлектролита, чем существенно расширяет возможности его применения в медицине, пищевой и хими-
ческой промышленности.

Определенные перспективы может получить и метод карбоксиметилирования хитин-глюканового
комплекса грибов в среде изопропанола и атмосфере азота [103], апробированный на мицелиальной био-
массе Aspergillus niger при гидромодуле 1 : 30. В качестве алкилирующего агента в данном случае исполь-
зуется монохлоруксусная кислота, а для связывания отщепляющегося хлора – гидроксид натрия. Рекомен-
дованная последовательность операций заключается в следующем: в среде изопропанола суспендируют 47%
раствор NaOH, загружают навеску ХГК и перемешивают в течение 15 мин, затем через 30 мин добавляют
порциями монохлоруксусную кислоту. Термостатирование реакционной смеси при 80 °С с непрерывным
перемешиванием до окончания реакции заканчивают частичной нейтрализациюей щелочности реакционной
смеси 10% уксусной кислотой (до pH 8.0), после чего продукт карбоксиметилирования охлаждают и отфиль-
тровывают, промывают от остатков щелочи и солей 80% метанолом, обезвоживают ацетоном и сушат под
вакуумом при 60 °С.

В перечне синтезированных водорастворимых производных хитозана О-карбоксметилхитозан (О-
КМХт) – производное амфипротного эфира, содержащее группы –СООН и –NH2, – биоразлагаемый, био-
совместимый и нетоксичный полимер, обладющий выраженной антибактериальной и противогрибковой ак-
тивностью, благодаря чему находит применение в биомедицине: при разработке скаффолдов, ранозаживля-
ющих повязок и гемостатических губок [104, 105]. Так же, как и КМХ, О-КМХт можно получить обработкой
хитина монохлоруксусной кислотой в изопропиловом спирте (рис. 5), обязательным условием является
предварительная обработка 50%-ным раствором едкого натра при 18 °С в течение 12 ч; полученный продукт
растворим в воде [100].

Таблица 1. Условия карбокисметилирования хитина и его свойства

Условия активации Условия карбоксиметилирования

СЗ

Раствори-
мость

Na-КМХт
в воде

Выход
г/г хи-
тинаT, °C

Соотношение
Хт : NaOH : ИПС : Н2

О

Продолжи-
тельность, ч

Соотношение
Хт : МХУК : ИПС

Продолжи-
тельность, ч T, °C

23 1 : 1.04 : 9.4 : 1.1 2.5 1 : 1.12 : 0.81 1.5 70 0.90 100 1.39
28 1 : 1.08 : 10.0 : 1.2 2.8 1 : 1.16 : 1.60 1.7 75 0.96 100 1.41
30 1 : 1.10 : 10.5 : 1.3 3.0 1 : 1.20 : 2.40 2.0 80 1.00 100 1.43
10 1 : 0.99 : 9.2 : 1.0 2.2 1 : 1.10 : 0.73 1.3 65 0.79 60 0.83
35 1 : 1.20 : 10.8 : 1.5 3.2 1 : 1.23 : 2.5 2.3 80 1.00 100 1.43

Примечания: Хт – хитин, КМХт – карбоксиметилхитин, ИПС – изопропиловый спирт, МХУК – монохлоруксусная кис-
лота, СЗ – степень замещения.
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Введением карбоксиметильных групп в некоторые амино- и 6-гидроксильные участки глюкозамино-
вых звеньев в структуре хитозана можно получить N,O-карбоксиметил-производное хитозана (N,O-КМХт).
При хорошей растворимости в воде это вещество обладает влагоудерживающей, гелеобразующей способно-
стью и биосовместимостью. Установлено, что N,O-КМХт является подходящим полимером для доставки и
кишечной абсорбции анионных макромолекулярных терапевтических средств. В дополнение к антибакте-
риальной активности N,O-КМХт способен стимулировать внеклеточную лизоцимную активность фибробла-
стов [106], обеспечивая повышение пролиферации фибробластов кожи и проявляя противоопухолевое дей-
ствие [107]. N,O-КМХт получают также взаимодействием хитозана с гидроксидом натрия и монохлоруксу-
ной кислотой в среде изопропанола (рис. 5).

Для получения другого водорастворимого производного – N-карбоксиметилхитозана (N-КМХт) – ис-
пользуют монохлоруксусную и глиоксалевую кислоты [108]. Общепринятым способом синтеза N-КМХт яв-
ляется реакция взаимодействия хитозана с глиоксалевой кислотой с последующим восстановлением тетра-
гидроборатом натрия [100]. Это производное содержит карбоксиметильные и свободные аминогруппы в
пропорциях, легко регулируемых выбором исходного хитозана (по степени деацетилирования и молекуляр-
ной массе) и количеством используемой глиоксалевой кислоты. Схема получения N-КМХт приведена на
рисунке 6.

Рис. 5. Схема получения
О-карбоксиметилхитозана
и N,O-
дикарбоксиметилхитозан,
(цитируется по [100])
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N,N-дикарбоксиметилхитозан (N,N-ДКМХт) – модификация хитозана, формирующая прозрачные и ме-
ханически стойкие пленочные материалы с остеоиндуктивными свойствами [109]. Способ получения заклю-
чается во взаимодействии хитозана с глиоксалевой кислотой при мольном соотношении амина и глиоксалевой
кислоты 1 : 9 с последующим восстановлением тетрагидроборатом натрия в присутствии воды. Основное от-
личие от схемы получения N-карбоксиметилхитозана заключается в соотношении реагентов [110]. Реакция
получения N,N-ДКМХт показана на рисунке 6; вещество полностью растворимо в водном растворе при pH 4.5.

Таким образом, выбор соответствующих условий реакции и реагентов позволяет получить N-, O-,
N,O- или N,N-дикарбоксиметилхитозаны. Свойства и область применения карбоксиметилпроизводных хи-
тина и хитозана в значительной мере зависят от их структуры и других характеристик, в основном от степени
замещения и расположения амино- или гидроксильных групп в результате реакции карбоксиметилирования.
Основными реагентами при получении карбоксиметилпроизводных являются монохлоруксуная и глиокса-
левая кислоты, последняя селективно взаимодействует со свободной аминогруппой хитозана.

Методы получения сульфопроизводных хитина и хитозана
В медицине для лечения и профилактики тромбозов используется природный антикоагулянт крови –

гепарин, по химическому строению являющийся смешанным полисахаридом (рис. 7). Сульфат хитозана, счи-
тающийся наиболее близким структурным аналогом гепарина – также обладает антикоагулянтной активно-
стью, возрастающей при увеличении степени сульфатирования. Возможность реализации синергетического
эффекта (усиления активности гепарина при введении добавок сульфата хитозана) делает это соединение пер-
спективным для создания лекарственных препаратов антикоагуляционного и антисклеротического действия.

Стремление создать полный аналог природного антикоагулянта гепарина обусловило поиск эффек-
тивных путей синтеза направленно замещенных соединений, основанных на введение в определенные по-
ложения сульфо- и карбоксильных групп. Предложено несколько способов получения сульфопроизводных
хитина и хитозана – аналогов гепарина, основанных на различных подходах к выбору сульфатирующих аген-
тов и реакционных сред. Основная проблема сульфирования полисахаридов заключается в том, что вслед-
ствие плохой растворимости полисахаридов в воде и органических растворителях, реакцию необходимо про-
водить в гетерогенной среде.

Впервые сульфирование хитозана было осуществлено в 1956 г. смесью серного и сернистого ангид-
ридов при температуре кипения смеси, процесс сопровождался образованием серосодержащего (14.4%
серы) эфира. Полученные производные проявляли антикоагуляционную активность in vitro и in vivo. Более
поздние методики предлагали для сульфирования хитозана олеум, концентрированную серную кислоту, три-
оксид серы, триоксид серы/триметиламин, хлорсульфоновую кислоту/серную кислоту, триоксид серы/пири-
дин, триоксид серы/диоксид серы, тетрагидрофуран и муравьиную кислоту с нагревом в широком диапазоне
температур либо в условиях микроволнового излучения [111–113].

Схемы получения сульфопроизводных хитозана, обладающих антикоагулянтной активностью, пред-
ставлены на рисунке 8. Такие типы сульфопроизводных хитозана обладают антикоагулянтной активностью
и способностью контролировать агглютинацию железа из-за химического структурного сходства с гепари-
ном. В дополнение к этому сульфопроизводные хитина и хитозана обладают антиоксидантной, антисклеро-
тической, противовирусной, анти-ВИЧ и антибактериальной активностями. Сульфирование хитозана при-
водит к превращению некоторых групп –NH2 в отрицательные
ионные центры и образованию полимера с улучшенными муль-
тиэлектролитными характеристиками, который может быть ис-
пользован для создания потенциальных переносчиков лекарств
в форме микрокапсул или мицелл [114].

Влияние температуры и продолжительности реакции на
процесс получения сульфопроизводных хорошо прослежива-
ется на примере получения сульфатированных хитина и хито-
зана в условиях использования серной кислоты, тетрагидрофу-
рана и пятиокиси фосфора [116]. Определение молекулярной
массы и выхода сульфопроизводных показало значительное
разрушение структуры хитина и хитозана концентрированной
серной кислотой при повышении температуры и продолжитель-
ности обработки.
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гепарина
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Рис. 8. Химическая структура хитозана, модифицированного сульфатными группами в различные
положения [115]

Получение сульфоэтилхитозана в щелочной среде с использованием натриевой соли 2-хлорэтансуль-
фокислоты обеспечило степень замещения синтезированного производного на уровне 0.11–0.35 при содер-
жании серы в пределах 1.39–5.32%. Анализ подтвердил, что в таких условиях замещению подвергаются как
положение О-6, так и положение Н-2. Пленки сульфоэтилхитозана обладали выраженным антитромбоген-
ным свойством [117].

Проведение сульфонирования хитозана в более мягких условиях (реакция Шиффа) – натриевой солью
5-формил-2-фурансульфоновой кислоты позволяет избежать деградации полимера и эффективно провести
O-замещение карбоксильных групп [118]. Методами инфракрасной спектроскопии, алкалиметрии и эле-
ментного анализа установлено, что степень замещения сульфопроизводного составила 0.26.

N,O-сульфатированные, O-сульфатированные и О-карбоксиметил-сульфатированные производные
могут быть получены реакцией хитозана с N,N-диметилформамидом (ДМФА)  и триоксидом серы,  более
высокий выход достигается при получении продукта в виде кислой натриевой соли. Аналогичным образом
получают O-сульфатированный N-гексаноилхитозан [119].

Особое значение отводится коллоидному состоянию среды, в которой реализуется получение сульфо-
производных хитозана. Псевдогомогенный способ получения сульфатированного хитозана предусматривает
взаимодействие 2% раствора хитозана с хлорсульфоновой кислотой в безводной смеси (ДМФА-дихлоруксус-
ная кислота) в соотношении 60 : 1. Проведение реакции при комнатной температуре в течение 4 ч приводит к
образованию геля. По окончании реакции гель разбавляют водой, нейтрализуют NaOH и осаждают сульфопро-
изводное хитозана метанолом. Гомогенный способ получения также основан на взаимодействии раствора хи-
тозана (3%) с хлорсульфоновой кислотой в безводной смеси ДМФА-дихлоруксусная кислота, но в соотноше-
нии 40 : 1, продолжительность реакции при 50 °C составляет 1 ч. Полугетерогенный способ представляет собой
взаимодействие порошкообразного хитозана с хлорсульфоновой кислотой в безводной смеси ДМФА-дихлор-
уксусная кислота (60 : 1) при комнатной температуре в течение 1 ч [120].

Получение сульфатированного хитозана в виде белого воздушного водорастворимого материала с вы-
ходом более 90% и степенью замещения 0.76 достигается взимодействием хитозана с безводным карбонатом
натрия и триоксидом триметиламина серы (Me3N-SO3) [116]. Еще один вариант сульфонирования основан
на взаимодействии низкомолекулярного хитозана с нитритом натрия в смеси пиридин-SO3 [120]. В каждом
случае вид и степень замещения подтверждены с помощью ИК-Фурье и ЯМР-спектроскопии. Установлено
также, что сульфаты хитозана можно рассматривать как сополимеры, состоящие из случайно чередующихся
моно-, ди- и тризамещенных звеньев хитозана.

Сопоставление параметров получения сульфопроизводных хитозана дано в таблице 2. Мольное соот-
ношение сульфатирующего агента может составлять от 1.9 до 4.0 – для низкомолекулярного, и от 5.0 до 16.0
– для высокомолекулрного хитозана; наиболее часто используемым является соотношение от 4.0 до 9.0. Сте-
пень замещения хитозанов сульфогруппами при разных условиях проведения реакции варьирует от 8.0 до
16.4%. Температура реакции поддерживается на уровне от 50 до 85 °C, но при проведении реакции в рас-
творе серной кислоты (от 1.0 до 26.0 ч) рекомендуется поддерживать температуру на уровне комнатной – во
избежание деполимеризации получаемого сульфопроизводного.
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Несмотря на относительно небольшую степень замещения (11.95–16.20%), сульфатированный хито-
зан обладает высокой растворимостью в воде и хорошей гелеобразующей способностью. N- и О-сульфати-
рованные хитозаны проявляют антикоагулянтные свойства in vitro, сопоставимые с гепарином на 23 и 45%
соответственно; повышение антикоагулянтной активности находится в прямой корреляции с содержанием
серы в хитозане.

Использование в качестве сульфатирующего агента хлорсульфоновой кислоты позволяет проводить
реакцию в одну стадию (рис. 9). В целом, все реакции сульфонирования хитозана представляют собой меха-
низм электрофильного замещения, при котором протон замещается группой -SO3H.

Все четвертичные производные хитозана можно сульфатировать хлорсульфоновой кислотой по прин-
ципиально общей методике: хитозан диспергируют в диметилформамиде (ДМФА) с порционным введением в
реакционную смесь сульфатирующего комплекса (хлорсульфоновая кислота в ДМФА, 1 : 6.7). Смесь вымеши-
вают при комнатной температуре в течение 5 ч, после чего нейтрализуют 20% раствором NaOH, получая оса-
док сульфатированного хитозана. Осадок дважды перекристаллизовывают из метанола [126].

Сульфатированные хитозаны обладают антикоагулянтными свойствами, благодаря чему рассматрива-
ются в качестве ценных материалов для медицины. Антикоагулянтные свойства сульфатированных производ-
ных связывают с непрямым ингибированием активности ферментов свертывающего каскада крови (тромбина,
активированных факторов X и XI) посредством неспецифического (электростатического) или высокоспецифи-
ческого взаимодействия с плазменными ингибиторами сериновых протеаз – серпинами [127].

Наличие функциональных групп, реакционноспособных амино- и гидроксильных групп в основной
цепи хитина и хитозана делает их пригодными для химической модификации тремя основными подходами:

– введением боковых групп в цепь полимера в результате реакции замещения;
– удлинением цепи и/или увеличением молекулярной массы полимера;
– деполимеризацией.

Таблица 2. Сравнительная характеристика условий сульфатирования хитозана с разной степенью
деацетилирования [115]

Хитозан
Растворитель1 Сульфатирующий

агент
Мольное со-
отношение2 T(°С)/t(ч)3 СЗ, % ИсточникСД,%  Mv (г/моль)

>90 6.5×104 H2O, Na2CO3 SO3-пиридин 3 60/24 8.0 [111]
>96 – ДМФА SO3-пиридин 6 70/26 16.4 [121]
– 2.2×104 ДМФА Олеум, пиридин 3-4 60/1-3 15.9 [122]
– <1×103 ДМФА HClSO3 1.9 60/4 11.0 [123]

>90 2.5×105 Формамид,
H2SO4

HClSO3 12.1 0-4/3 9.0 [111]

85 3.2×105 – HClSO3-ДМФА 16.0 85/4 10.9 [124]

>90 2.5×105 Формамид,
CH2O2

HClSO3-ДМФА 7.7 50/2 14.9 [111]

82 4.6×105 ДМФА, CH2O2 HClSO3-ДМФА 4.8 25/3 9.0 [115]
Примечания: 1 – растворитель или реагент, используемый для активации хитозана; 2 – Моль сульфатирующего агента
на моль звена глюкозамина; 3 – Температура реакции (°C) и продложительность реакции, в ч.
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Наиболее часто используемыми реакциями являются кватернизация, алкилирование, ацилирование,
карбоксиалкилирование, фосфорилирование, сульфатирование, привитая сополимеризация, сшивание и де-
полимеризация. Модификация хитина и хитозана данными реакциями позволяет повысить биологическую
активность, биосовместимость, механическую и химическую стойкость, изменить гидрофильность и раство-
римость получаемых производных и использовать их в различных отраслях промышленности – пищевой,
фармацевтической, сельском хозяйстве и медицине.

Заключение
Хитин и хитозан являются природными биополимерами, которые нетоксичны, биоразлагаемы и био-

совместимы. Несмотря на то, что в промышленности основным источником хитина и хитозана являются
ракообразные, безусловный научный и коммерческий интерес представляют мицелий низших и плодовые
тела высших грибов. Это объясняется отсутствием сезонности, региональной изменчивости при промыш-
ленном производстве грибов и более простой технологией извлечения. Благодаря низкому содержанию ми-
неральных веществ в клеточной стенке грибов, в технологии производства хитина из сырья грибного проис-
хождения используются слабые растворы щелочи и кислоты. Это – один из ключевых моментов отличия от
технологии получения хитина и хитозана из ракообразных, содержащих значительное количество карбоната
кальция и белка, которые невозможно полностью удалить в «мягких» условиях обработки. Помимо выше-
изложенного, хитин и хитозан в биомассе грибов связан с β-глюканами, проявляющими дополнительную
биологическую активность, в частности иммуномодулирующую, антибактериальную и противовирусную.
Особый интерес представляют грибы-зигомецеты, клеточная стенка которых содержит хитозан, что позво-
ляет избежать дорогостоящей стадии химического деацетилирования при его получении. С развитием тех-
нологии ферментации грибы-зигомицеты сегодня широко применяются для производства различных био-
технологических продуктов, поэтому хитозан, содержащися в мицелии этих грибов, может производиться в
больших масштабах как побочный продукт.

Производные хитина и хитозана из биомассы грибов вызвали значительный интерес в биомедицине,
как природные вещества с антибактериальной, противовирусной, ранозаживляющей и антикоагулянтной ак-
тивностью. Введение в структуру хитина или хитозана карбоксиметильных или сульфатных групп значи-
тельно повышает растворимость этих биополимеров при нейтральных и щелочных значениях рН. Карбок-
симетильные производные хитина и хитозана находят применение в качестве систем доставки лекарств, про-
тивомикробных средств, в тканевой инженерии, в качестве компонентов косметических средств и продуктов
питания. Сульфопроизводные хитина и хитозана из биомассы грибов могут быть использованы в качестве
основы для получения гемосовместимых материалов (с антитромботической и антибактериальной активно-
стями), необходимых, например, при замене кровеносных сосудов, востребованной медицинской практикой;
а также в биомедицинских разработках защитных материалов для устройств и покрытий с антикоагулянтной
активностью.
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The review is devoted to summarizing scientific data in the field of the chemical structure and properties of chitin and

chitosan obtained from fungal biomass, and to analyzing directions for their modification for use in medicine and the food industry
as substances with antibacterial, antiviral, wound-healing and anticoagulant activity. The features of chitin biosynthesis by fungi
of the Basidiomycota, Ascomycota, Deuteromycota departments and chitosan biosynthesis by fungi of the Zygomycota department
are covered. It has been shown that higher fungi contain chitin in their cell walls in the form of a chitin-glucan complex, while
lower fungi (zygomycetes) contain chitin in the form of chitosan-glucan. Effective components of substrates that influence the
production of polysaccharides by fungi have been identified - carbohydrates in the form of glucose, sucrose and maltose, organic
forms of nitrogen in the form of yeast extract and corn flour, mineral components in the form of dihydrogen phosphate and
dipotassium monohydrogen phosphate. Particular attention is paid to methods for isolating chitin and modifying it to chitosan
with a detailed description of the physicochemical and biological properties of polymers. The review also presents the main
reactions and methods for obtaining carboxymethyl and sulfo derivatives of chitin and chitosan. The biological properties and
application of these groups of substances are described. In the carboxymethylation of chitin and chitosan, the choice of appropriate
reaction conditions and reagents makes it possible to obtain carboxymethyl chitin, N-, O-, N,O-carboxymethylchitosan, or N,N-
dicarboxymethylchitosan. The properties and applications of carboxymethyl derivatives of chitin and chitosan strongly depend
on their structure, degree of substitution, and arrangement of amino or hydroxyl groups. The main reagents in the preparation of
carboxymethyl derivatives are sodium monochloroacetate, monochloroacetic and glyoxalic acids. Carboxymethyl derivatives of
chitin and chitosan are used as drug delivery systems, antimicrobial agents, in tissue engineering, as components of cosmetics
and food products. Modification of chitosan with sulfate groups makes it possible to obtain chitosan 2-N-, 6-O-, 2-N-6-O- and 3-
O-sulphates. The main sulfonating agents are oleum, pyridine and chlorosulfonic acid. Sulfonic derivatives of chitin and chitosan
can be used as a basis for obtaining hemocompatible materials (with antithrombotic and antibacterial activities).

Keywords: higher fungi, biopolymers, fungal polysaccharides, chitin, chitosan, glucosamines, modification, biological
activity.
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