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ПРЕДИСЛОВИЕ

Безопасные, нетоксичные биопрепараты на основе хитозана (ХЗ) и его 
производных широко используются в медицинской и ветеринарной практике.  
Са и Р - биологически важные элементы, образующие опорные системы 
живых организмов. Их дефицит способствует ослаблению костной системы, 
склонности к переломам и трещинам, остеопорозу, кариесу, изменению ап-
петита и веса, онемению, задержке роста и развития. В настоящее время 
заболевания, возникающие вследствие дефицита кальция и фосфора, в 
частности остеопороз, включены в перечень экономически значимых за-
болеваний.

С увеличением продолжительности жизни во всем мире число пожилых 
людей в каждом географическом регионе увеличивается, а количество пе-
реломов, как ожидается, к 2050 году достигнет 6,26 млн [1]. То есть потреб-
ность в Са2+ и фосфорсодержащих препаратах возрастает с каждым годом. 
По данным 2010 года, остеопорозом страдают 200 миллионов женщин и 120 
миллионов мужчин во всем мире, причем с возрастом эта доля увеличивается. 
Заболеванию подвержена каждая третья женщина и каждый пятый мужчина 
старше 50 лет [2].

Принципиально важно изучить основы получения композитов хитозана 
(ХЗ) и гидроксиапатита (ГА), особенности их взаимодействия, установление 
химического состава и строения, комплексное изучение их свойств. Созда-
ние полимерапатитовых препаратов, необходимых для поддержания балан-
са Са и Р, представляет фундаментальный и прикладной интерес. Данные 
препараты являются импортозамещающими и могут быть использованы для 
повышения продуктивности кур-несушек, а также для профилактики и ле-
чения остеомаляции и остеопороза.

Принципиально важным является исследование фундаментальных 
основ получения композитов хитозана с гидроксиапатитом, особенностей 
их взаимодействия, установление химического состава и структуры,  
комплексное изучение их свойств, создание полимер-апатитных препаратов 
с антимикробными и иммуномодулирующими свойствами, необходимыми в 
поддержке баланса кальция и фосфора в живых организмах. 
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Практическая значимость результатов исследования заключается в 
разработке способа получения полимерных композитов с регулируемым  
составом и размером наночастиц. Полученный композит – ХЗ/ГА отличается 
повышенной биологической активностью по сравнению с аналогами и реко-
мендован к применению для повышения живой массы и яйценоскости кур.

В связи с этим, целью настоящей монографии является систематизация 
и анализ важнейших результатов фундаментальных и прикладных исследо-
ваний по получению хитозан-апатитов и их применению в медицине и вете-
ринарной медицине. Монография опубликована при финансовой поддержке 
Инновационного проекта ПЗ-202012254 - «Разработка технологии получе-
ния препаратов на основе металлокомплексов хитозана для профилактики 
и лечения остеопороза и остеомаляции кур».

Авторы выражают свою признательность сотрудникам организации - 
«Dori vositalarini standartlash Ilmiy markazi» за изучение медико-биологичес ких 
свойств хитозана гидроксиапатита и будем рады принимать ваши замечания 
и предложения по представленной монографии.
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СПИСОК УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ

ИХФП Институт химии и физики полимеров

ГА Гидроксиапатит

GХЦ Бактериальной целлюлозы Gluconacetobacter xylinus

ДКДГ Дигидрат дикальцийфосфат

Жел Желатин

КПФ Пирофосфат кальция

Колл Коллаген

KГA Карбонатгидроксиапатит

МЦ Метилцеллюлоза

Na-КМЦ Натриевая соль карбоксиметилцеллюлозы

n-ГА Наногидроксиапатит

ОМК Органоминеральный нанокомпозит

OKФ Ортокальцийфосфат

ПВС Поливиниловый спирт

ТКФ Трикальцийфосфат

ХЗ Хитозан 

ХТ Хитин 

Цел Целлюлоза

АСМ Атомно-силовой микроскоп

ВЗМО Высшая занятая молекулярная орбиталь

ДТГ Дифференциальная термогравиметрия

ИК Инфракрасная спектроскопия

КТ Компьютерная томография

ММ Молекулярная масса

MTT-тест Колориметрический тест для оценки метаболической 
активности клеток

НЧ Наночастицы

HU Плотность костей (Hounsfield)

НСМО Низшая свободная молекулярная орбиталь



ПЭТ Позитронно-эмиссионная томография

РСА Рентгеноструктурный анализ

СЭМ Сканирующий электронный микроскоп

СФ Спектрофотометр 

СДА Степень дезацетилирования 

СЗ Степень замещения

СК Степень кристалличности

ТГ Термогравиметрия

ТГП Термогравиметрия по производной

УФ Ультрафиолетовая спектроскопия

Cur Куркумин

QSAR Quantitative structure-activity relationship
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1.1. Особенности химического взаимодействия хитозана

Хитин (XT) представляет собой линейный аминополисахарид, состоящий 
из звеньев N-ацетил-2-амино-2-дезокси-D-гликопиранозы, который действует 
как внешний скелет и опоры кутикулы ракообразных и насекомых. Раство-
римое производное хитина - хитозан (XЗ), представляет собой сополимер 
D-глюкозамина и N-ацетил-D-глюкозамина [3, 4]. В зависимости от условий 
реакции деацетилирования степень деацетилирования хитозана может быть 
достигнута до 95%. Это объясняется тем, что ацетамидные группы находятся 
в транс-положении и невозможно полное замещение ацетамидных групп.

O
O

HO NH

OH

C
OH3C

+ NaOH

n

O
O

HO NH2

OH

+

n

CH3COONa

хитин    хитозан

Рис. 1.1. Схема реакции получения хитозана из хитина

ХЗ является жесткоцепным полимером и композиционно неоднород-
ным полисахаридом. Ему свойственна молекулярная полидисперсность, 
рН-зависимая растворимость и склонность к образованию Н-Н-связей. Именно 
эти способности хитозана обусловливают его уникальность и непредска-
зуемость. 

Депротонированные аминогруппы в молекуле хитозана взаимодействуя 
с ионами d-металлов образуют хелаты и металлокомплексы [5, 6]. Наличие 
электронодонорных функциональных групп в макромолекуле XЗ спо-
собствуют формированию внутри- и межмолекулярных водородных связей. 
Это позволяет ХЗ связывать органические соединения, в том числе и токсины.

КОМПОЗИТЫ НА ОСНОВЕ ПРИРОДНЫХ ПОЛИМЕРОВ С 
ГИДРОКСИАПАТИТОМ. СОСТОЯНИЕ ПРОБЛЕМЫ 
(Обзор литературы)

Г Л А В А  1
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Наличие водородных связей снижает растворимость хитозана, потому 
что водородные связи между XЗ-XЗ сильнее, чем водородные связи между 
XЗ-растворитель. XЗ набухается и растворяется в кислой среде, т.е. в органи-
ческих и минеральных кислотах (уксус, оксалат, лимон, янтарь, соляная и т. д.). 

Реакционная активность и физико-химические свойства XЗ напрямую 
связаны со значением pH среды:

HO

CH2OH

+NH3

O
O

n n

O
O

CH2OH

HO

NH2
pH<7

pH>7

В кислой среде аминогруппы XЗ протонируются, при значении выше, 
чем рН = 6,5 происходит фазовое разделение, и XЗ выпадает в осадок [5]. 

Молекула XЗ является хемоселективной, т.е. депротонированные 
аминогруппы, так же –OН группы на атомах углерода С-3 и С-6-положении, 
позволяют ХЗ подвергаться реакциям нуклеофильного замещения S

N
 и при-

соединения A
N
. Следует отметить, что варьируя условия синтеза, можно 

получить -N и -O производные ХЗ за счет -NH
2 

и -OН групп в макромолекуле 
(рис. 1.2) [6]. 

Рис. 1.2. Возможные химические реакции в присутствии хитозана
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ХЗ обладает уникальными физико-химическими и биологическими 
свойствами, среди которых можно выделить его биосовместимость, антимик-
робное действие, иммуномодулирующее свойство и др. XЗ также является 
противовирусным и фунгицидным, биодоступным, гипоаллергенным и без-
вредным природным полимером, который способствует регенерации тканей [7-9]. 

Применениe хитозана, полученного из различных источников опреде-
ляется уникальным сочетанием ряда физико-химических и биологических 
свойств:

 – высокой реакционной способностью;
 – биосовместимостью;
 – биодеградируемостью;
 – бактериостатичностью;
 – иммуностимулирующей активностью;
 – селективностью;
 – превосходной сорбционной способностью водных растворов, раство-

рителей переходных и особенно тяжелых металлов.
ХЗ используется в стоматологии для лечения гингивита и периодонтита, 

поскольку он восстанавливает соединительную мышечную ткань, покрыва-
ющую десны. ХЗ также используется в качестве искусственного заменителя 
кожи и не имеет побочных эффектов после имплантации ткани [10].

Неоценима роль функциональных биоматериалов в тканевой инженерии 
в медицине и ветеринарии. Биоматериалы должны отвечать ряду требований, 
в частности, сохранять форму и размер тканей, должны быть биоразлагае-
мыми, гипоаллергенными, иметь минимальные побочные эффекты и меха-
нически прочную пористую структуру, которая стимулирует рост тканей [9]. 
XЗ обладает этими свойствами, его биодеградация, биодоступность, биоак-
тивные свойства делают его эффективным биополимером, который можно 
использовать в тканевой инженерии, включая регенерацию кожи, костей, 
печени, нервов и мышц [11-16].

Из-за своих уникальных свойств, ХЗ применяется в более 80 отраслей 
народного хозяйства. Одним из достоинств ХЗ является возобновляемость, 
неограниченность и разнообразие источников его получения. ХЗ выделяют 
из панцирных, грибов, подмор пчел и др. источников [17].

В Узбекистане, где развито шелкомотальное производство потенциаль-
ным источником ХЗ являются куколки тутового шелкопряда Bombyx mori, 
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являющиеся отходами производств, ежегодное количество которых состав-
ляет до 15000 тонн/год. В этой связи, получение различных производных 
и модификаций ХЗ Bombyx mori, в частности, гидроксиапатита хитозана и 
исследование их физико-химических свойств, поиск путей их применения 
представляет фундаментально-прикладной интерес.

1.2. Синтез и свойства гидроксиапатита кальция

Гидроксиапатит (ГA) Ca
10

(PO
4
)
6
(OН)

2 
отличается от других фосфатов кальция 

изоморфизмом, термо- и химической стабильностью, стехиометрией состава 
и структурными свойствами, близкими к скелетам человека и живых орга-
низмов [18]. Существует несколько различных методов синтеза гидроксиа-
патита [19-22], наиболее распространенными из которых являются:

1) жидкофазный синтез (мокрый метод); 2) твердофазный синтез (сухой 
метод); 3) гидротермальный; 4) зол-гель; 5) гидролиз.

Многочисленные исследования показывают, что для получения высоко-
дисперсного порошка ГA обычно описывается двусторонней реакцией обме-
на следующим образом (жидкофазный синтез):

10СаX
2
 + 6Y

2
HPO

4
 + 8YOH →Ca

10
(PO

4
)

6
(OН)

2
→ +20YX + 6H

2
O

здесь: X= NO
3

-, Cl−, CH
3
COO− и Y= NH

4
+, К+, Na+

Взаимодействие любых солей кальция и фосфата, состава целевого 
продукта реакции зависят от таких параметров, как значение pH, продолжи-
тельность синтеза, температура и молярное соотношение Ca/Р в растворе. 
Образование ГA происходит при относительно низких температурах или в 
течение нескольких секунд, при перекристаллизации аморфного фосфата 
кальция в течение длительного времени при температурах выше 50°C. Обыч-
но образуется нестехиометрический ГА - Cа

10-х
(НРО

4
)

х
(РО

4
)

6-х
(ОН)

2-х
, где x зави-

сит от условий синтеза [23, 24].
Например, для синтеза геля ГA водные растворы гидрофосфата ам-

мония с солями кальция хранят в сильных условиях в течение 10 дней в 
сильнощелочной среде (pH=10–11) и промывают дистиллированной водой до 
pH=7,2-7,0 [25]. 

10CaX
2
 + 6(NH

4
)

2
HPO

4
 + 8NH

4
OH→Ca

10
(PO

4
)

6
(OH)

2
 + 20NH

4
X + 6Н

2
О,

здесь: X = Cl–; NO
3

–.
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Если синтез проводится по схеме 2 в интервале pH=4-5, то можно 
получить смесь моноклинного сингонитового брушита (Ca(PO

3
OH)×2H

2
O) или 

брушита и триклин-сингонитового монетита (Ca(PO
3
OH)):

CaX
2
 + Y

2
HPO

4
 + H

2
O → CaHPO4×2H2O + 2YX , (2)

здесь: X= NO
3

-, Cl−, CH
3
COO− ва Y= NH

4
+, К+, Na+

при 70-90°С в высоких температурах формируется ГА [26].
Гидроксиапатит получали из нитрата кальция и гидрофосфата аммония 

в водном растворе при соотношениями Са/Р=1,31 и 1,64 соответственно после 
48 часов реакции [27]. Физико-химические свойства этих образцов сравни-
вали с гидроксиапатитом, полученным при соотношении Са/Р=1,56. Резуль-
таты рентгеноструктурного анализа показали наличие в этих соотношениях 
фаз, соответствующих и ГА и β-фосфату кальция.

При синтезе ГА важно обращать внимание на кристаллическую и амор-
фную структуру его состава. Первая твердая фаза, образующаяся при 
быстром перемешивании водных растворов солей, содержащих ионы Ca2+ и 
PO

4
3-, образует аморфные фосфаты кальция (AФК). АФК представляют собой 

термодинамически нестабильные соединения, которые, если не хранить в 
сухих условиях или с добавлением стабилизатора, спонтанно превращаются 
в кристаллические ортофосфаты кальция, то есть апатиты кальция [28].

Одно из особых свойств апатитов кальция это - их растворимость в кислых 
средах. При описании степени диссоциации происходят химические изменения 
со всеми ионами, которые во время диффузии через слой Нернста, химический 
состав поверхности апатита во время процессов плавления, сорбции и раз-
ложения, начальные стадии пористости, ионной сорбции, поверхностной 
диффузии и специфические эффекты на разложение [29]. 

Материалы на основе фосфата кальция, такие как гидроксиапатит (ГA), 
трикальцийфосфат (TKФ) и карбонат-замещенный карбонат-гидроксиапатит 
(KГA), обладают эффективными биологическими свойствами, высокой адсор-
бцией белка, хорошей функцией остеокластов и образованием остеобластов 
в тканях, клетки участвуют в регенерации кости [30].

Были проведены исследования по созданию композиции, близкой к 
костной ткани, на основе композиций ГА с такими полимерами, как хитозан, 
коллаген, желатин. В результате могут быть решены некоторые керамические 
свойства гидроксиапатита, такие как его внутренняя хрупкость, степень 
структуры и миграция частиц из мест их проживания. Исследования пред-
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ложили создание биокомпозитов для биологически активных и биоразлага-
емых искусственных костей и дефицита костной ткани [31]. Отмечено, что 
основным компонентом костной ткани является ГА (более 75%), его карбонат-
ные группы составляют около 4% [32-34], по другим данным - 7% [35].

При изучении биологических и синтетических апатитов во всех слу-
чаях наблюдается интенсивная ассимиляция ортофосфат-аниона (РО

4
3-) в 

ИК-спектрах. Карбонатные группы, составляющие KГA, расположены на гек-
сагональной оси, которая удерживает группы -OН (обмен A-типа) или (РО

4
3-) 

группы (обмен B-типа). Для этой ткани характерны смешанные АВ-типы [36-37].
Природа фосфатов кальция разнообразна, их список очень широк и 

немного выше мольного соотношения, соответствующего Са/Р=1,67, что 
приводит к образованию фосфатов кальция, которые при взаимодействии 
с водой дают сильно щелочную среду (Са/Р>1,67). Это также приводит к об-
разованию нерастворимых нестабильных композитов при взаимодействии с 
водой или физиологическими жидкостями (Са/Р<1,67) [38].

В дополнение к материалам на основе ГA были разработаны регенери-
рующие или полностью рассасывающиеся материалы. Они основаны на 
использовании пористой резорбированной матрицы, несущей белки и костные 
клетки в тканевой инженерии. 

Фосфаты кальция при соотношении Са/Р<1,67 включают трикальций-
фосфат (ТКФ—Са

3
(РО

4
)

2
),, пирофосфат кальция (КПФ—Са

2
Р

2
О

7
), полифосфат 

кальция ((Са(РО
3
)

2
)

n
), карбонат гидроксиапатит (КГА, Na

2
O-СаО-Р

2
О

5
, Na

2
O-Са-

О-Р
2
О

5
-SiO

2
, K

2
O-СаО-Р

2
О

5
) [39].

Ме-ГA был синтезирован путем замены Ca в кальциевом ГA металлами, 
такими как Zn, Cu, Mg и показано, что более эффективные по биологической 
активности являются Са

10-х-z 
Me

z
(HPO

4
)
y
(РО

4
)
1-y

)
6
(ОН)

2
, Са

10-х-z
Сu

z
 (HPO

4
)
y
(РО

4
)
1-y

)
6
(ОН)

2
, 

содержащие 1% Cu [40].
Однако также было синтезировано соединение Ag Са

(10-x) 
Ag

x
(РО

4
)

6
(ОН)

(2-x)
, 

x=0,3 (Ag–ГА,Ca/P=1,616). Обеспечивает антибактериальные свойства, когда 
нанесенный на поверхность имплантата. Соотношения Ca, P, O, Ag в композите 
составили Ca/P-2,25±0,25, (Ca+Ag)/P–2,12±0,22 [41].

В целом биокомпозиты, содержащие ортофосфат кальция (CaPO
4
), явля-

ются основным сырьем и решением при разработке современных технологий 
создания гибридных биоматериалов для медицины. Желательно получить 
компаунд с полимерами, чтобы придать биокомпозитам на основе фосфата 
кальция эластичные свойства и повысить их биодоступность.
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1.3. Получение композитов природных полимеров  
с гидроксиапатитом и их применение

В последние годы проведены огромное количество исследований по 
композитным материалам и биодобавкам, улучшающие физико-химические 
и биологические свойства костной ткани, по профилактике и лечению осте-
опороза. К таким композиционным материалам относятся XЗ-ГA, колла-
ген(Колл)-ГA, Колл-XЗ-ГA, Колл-биостекло, XЗ-желатин(Жел), Колл-фибрин, 
ГA-белок, фибрин-апатит и т.д. [42, 43]. Композиты фосфата кальция, ГА, 
трикальцийфосфатов с комплексом ХЗ-желатина синтезированы в мольных 
соотношениях 100/0, 90/10, 70/30, 50/50, 30/70, 10/90, 0/100. Эти композиты 
на основе биополимеров, содержат ≥75% наночастиц (НЧ) фосфата кальция 
и имеют структуру с пористостью ≈95% [44].

Изучено влияние желатина и ГА на физико-химические свойства их 
композитов. Обнаружено, что с увеличением количества желатина раство-
римость и пластичность композита повышается, а увеличение количества 
фосфата кальция, в свою очередь, привело к их снижению. Механически 
прочные и биоразлагаемые композиты желатин-ГА были рекомендованы 
для применения в ортопедической тканевой инженерии [26].

В водном растворе при 37°C синтезирован органоминеральный наноком-
позит (ОМК) ГА кальция - Ca(OH)

2
–H

3
PO

4
–[C

6
H

7
O

х
(OH)

3-x
(OCH

3
)

x
]

n
–H

2
O с метил-

целлюлозой (МЦ) [C
6
H

7
O

2
(OH)

3-x
(OCH

3
)

x
]. Агломераты нанокристаллов ОМК 

были получены при взаимодействии ГА длиной 150 нм и диаметром 30 нм 
с молекулами МЦ размером 200–500 нм. Улучшение свойств имплантата на 
основе синтезированной ОМК способствует снижению вероятности миграции 
ГА в окружающие ткани за счет связывания НЧ ГА с макромолекулами МЦ. 
Кроме того, OMК на основе полисахаридов значительно увеличивают 
растворимость ГА и повышают эффективность имплантации [45-46].

Исследованы физико-химические свойства и микроструктура компо-
зитов, полученных на основе ХЗ-желатина и наполнителей различного хи-
мического состава фосфатно-кальциевых материалов - ГA, TKФ, KГA и орто-
кальцийфосфата (OKФ). Полученные гранулированные материалы являются 
эластичными, пористостью 80%, размером пор ≤300 мкм, и рекомендуется 
использовать в медицине в качестве пористых материалов, так же при при-
готовлении покрытий ГA на титановых имплантатах [47]. 
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Также были получены композиты, состоящие из ГA-желатина (Жел) и 
ГА-Жел-Ag, исследованы их пористость и биоактивность испытана в условиях in 
vivo. Изучены морфология, фазовый состав и химические взаимодействия по-
верхностей компонентов. В ИК-спектрах обнаружено ионно-координационные, 
электростатические взаимодействия между ГA и Жел, а также ионами Ag+ и 
Жел. Когда композит ГA-Жел-Ag вводили в костный дефект, он проявлял высо-
кую биосовместимость, антибактериальные и остеокондуктивные свойства [48].

Изучено взаимодействие смесей CaCl
2
 и XЗ-поливинилового спирта 

(ПВС) (50:50) и их физико-химические свойства. Согласно рентгеновских 
спектров выявлено химическое взаимодействие XЗ-ПВС с CaCl

2
 и установлено 

увеличение механической прочности пленок. Композиты рекомендуются 
для применения в биомедицинской практике и пищевой упаковки [49-50].

Получены композиты ГA и XЗ/ПВС со стабильным содержанием в со-
отношениях 1:1, 1:3, 3:1. Глутаровый альдегид и глицерин использовались в  
качестве сшивающего агента и пластификатора. Полученные композиты 
были использованы для стимуляции роста и обновления костной ткани [51].

Варьированием условий синтеза могут быть получены композиты кол-
лаген-ГА, содержащие Са/Р-1,67 с регулируемой степенью пористости, плот-
ности и механических свойств. Взаимосвязь между концентрацией Ca2+ и 
свойствами композитов была изучена в пористых структурных композитах, 
состоящих из XЗ-коллагена и минерализованного XЗ-коллагена-ГA [52-54]. 
Авторами получены композиты XЗ-коллаген-фосфат кальция с пористостью 
≤23%, содержащие 26-30% коллагена. Для получения микросфер XЗ-фосфата 
кальция вместо ГA были получены CaCl

2
 и NaH

2
PO

4
 в соотношении Сa/Р=2:1 [55]. 

Композиты микрочастиц на основе XЗ-Кол, связанные с алюминатом 
кальция, были предложены в качестве одонтобластоподобного материала 
стволовых клеток пульпы зуба. Биомембрану получали путем смешивания 
геля коллагена с раствором XЗ (2:1) и последующего добавления биоактивного 
алюминатного цемента кальция в качестве минеральной фазы. Биологичес-
кую активность образцов контролировали в течение 7, 14 и 28 дней [56].

Методом электрохимического осаждения получены ПВС-апатитные 
покрытия на титановых подложках, содержащих электролиты CaCl

2
 и 

NaH
2
PO

4
. В зависимости от условий апатит-полимерные покрытия содержат 

CaHPO
4
×2H

2
O, Ca(OH)

2
, аморфный Ca

3
(PO

4
)

2
×nH

2
O и ГА - Ca

10
(PO

4
)

6
(OH)

2
. Работа 

[57] рекомендована для покрытия поверхности титановых имплантатов. 
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Синтезирован композит на основе бактериальной целлюлозы Gluco-
nacetobacter xylinus (GХЦ) и ГA, морфология пленок изучен с помощью СЭМ. 
Обнаружено, что кристаллы ГA были расположены монодисперсно в микро-
фибриллах GХЦ. Выявлено, что в композите GХЦ/ГA между органическими 
и неорганическими компонентами образуются 50-56% межфазной электро-
статической связи, 40-46% Вандера-Вальса, 2-7% водородных связей. Нали-
чие электростатических связей между фосфатом кальция и бактериальной 
целлюлозой было изучено путем моделирования. Установлено, что энергия 
взаимодействия фосфата кальция с бактериальной целлюлозой зависит от 
химической структуры ГА и морфологии фосфата кальция [58-60].

Получены композиты натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы 
(Na-КМЦ) с ГA и изучены их физико-химические свойства. Установлено, что 
карбоксильные группы (–СОО-) Na-КМЦ взаимодействуют с ионами Ca2+ апатита. 
Обнаружено, что ГA равномерно распределено в полимерной матрице [61].

Авторами получен композит на основе XЗ-ГA-крахмал и изучены его 
свойства по сравнению с композитом XЗ-ГA. Результаты исследования ком-
позита XЗ-ГA-крахмал показали, что между -OН и -NH

2
 группами XЗ и -OН 

группами крахмала и ГA образуются водородные связи [62]. Также фибро-
ин шелка используется в качестве эффективней матрицы и антимикробного 
агента в тканевой инженерии. Было показано, что композиты на его основе, 
суспендированные с фосфатами кальция, обладают биоразлагаемостью в 
живых тканях [63]. 

Таким образом, в настоящее время проводятся многочисленные иссле-
дования по получению композитов на основе высокомолекулярных соедине-
ний и минеральных солей.

1.4. Методы получения композитов хитозана с  
гидроксиапатитом и их физико-химические свойства

В литературе [64], существуют несколько методов синтеза композитов 
XЗ-ГA, в частности, метод синтеза нанокомпозитов одинаковой микрострук-
туры в условиях «in situ» [64-65], метод осаждения [66], синтез методом 
электроспиннинга [67-71], получение гибридных композитов [72, 73], метод 
испарения растворителя [74], химический метод в условиях «in situ» [75, 76], 
замораживание и лиофилизация [77, 78], комбинированное спекание и 
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замораживание, методы сушки [79], статистический сбор электроэнергии 
[80], обычный метод смешивания и нагрева [81], биомиметический метод 
[82–84], низкотемпературный, влажный химический метод [46], метод тер-
мического разделения фаз [85], метод двойной мембранной диффузии [86], 
электрохимическое осаждение и электрохимическое соединение [87-89], 
электрофоретическое осаждение [90, 91], смешение природного ГА с ХЗ [92], 
метод двусторонней диффузии [93] и т. д. (табл. 1.1).

Таблица 1.1
Способы получения композитов хитозана с гидроксиапатитом

№ Способ получения

Исходные 

компоненты, ХЗ/ГА, 

(Са/Р=1,67)

Ссылки 

1

Простая «in situ» гибридизация: получают 

соли Ca2+ и -PO
4

3- в соотношении Ca/P=1,67 

и растворяют в уксусной кислоте, при 

перемешивании добавляют порошок ХЗ. Смесь 

осаждается в щелочной среде при рН=9-10,  

образуя гель. Затем конечный продукт 

промывают и сушат.

ХЗ/Ca(NO
3
)
2
×4H

2
O + 

KH
2
PO

4

[72]

2

Композитные мембраны были приготовлены 

методами литья в растворитель и испарения. 

приготовили раствор ХЗ (4 масс.%) и по каплям 

добавляли на раствор наноГА (10 масс.%). 

Смесь перемешивали в течение 5 часов при 

комнатной температуре. Гомогенную смесь 

заливали в стеклянную пластинку и медленно 

распределяли до образования однородной 

жидкой пленки, затем сушили при различных 

температурах (30-90°С) для испарения 

растворителя. Далее композитные мембраны 

нейтрализовали погружением в 0,1М раствор 

NaOH. Полученные мембраны неоднократно 

промывали в деионизированной воде и 

сушили при 50°С.

ХЗ/Ca(NO
3
)
2
×4H

2
O + 

(NH
4
)
3
PO

4
×3H

2
O

[74]
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3

Химический метод в условиях «in situ»: Гидро-

гелевые мембраны ХЗ погружали в 10 мл 

раствора соли кальция при 37 ⁰C и pH = 7,4 на 2 

часа. Сначала его сушили в растворе Na
2
HPO

4
, 

после чего полученный продукт сушили на 

воздухе при 37°С.

ХЗ/CaCl
2
 + Na

2
HPO

4
[76]

4

Двухслойные каркасы ГA/ХЗ: подобные кар-

касы были изготовлены путем помещения 

каркасов ГA в цилиндрические силиконовые 

формы и добавлением 3 масс.% раствора ХЗ. 

Формы замораживали и лиофилизировали до 

полного удаления замерзшего раство рителя. 

Затем двухслойные каркасы ГА/ХЗ нейтрали-

зовали с 0,1 М раствором гидроксида натрия, 

замораживали и лиофилизировали. Получен-

ные двухслойные каркасы ГA ХЗ стерилизова-

ли этиленоксидом. Таким образом, получены 

каркасы из ГА и двухслойные каркасы из ГА/ХЗ

ХЗ + ГА (H
3
PO

4
/

Ca(OH)
2
)

[79]

5

Синтез соосаждения в условиях «in situ» с 

использованием процесса электропрядения:

Синтез ГА проводят в присутствии полимеров 

типа ХЗ, ПВС для получения волокон

ХЗ/H
3
PO

4
 + Ca(OH)

2
[85]

ХЗ/Ca(CH
3
COO)

2
 + 

(NH
4
)
2
HPO

4
/NH

4
OH

[71]

KH
2
PO

4
/CaCl

2
/EDTA+ 

ХЗ/ПВС
[69]

6

Биомиметический метод основан на 

получении биоматериала, соответствующего 

костному составу.

ХЗ/CaCl
2
 + NaH

2
PO

4
 + 

фосфат ХЗ
[82]

ХЗ/CaCl
2
 + Na

2
HPO

4
[83] 

ХЗ/Ca(CH
3
COO)

2 

+NaH
2
PO

4
×H

2
O and 

ХЗ/CaCl
2
 + (NH

4
)
2
НPO

4

[84]
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7

Метод двойной диффузии (замораживание и 

лиофилизация):

Минерализация хитозановых губок осущест-

влялась в диффузионной камере, состоящей 

из двух частей, разделенных круглым отвер-

стием в центре, куда заливается ХЗ. При 

рН=7,4 были получены забуференные рас-

творы солей Са2+ и -РО
4

3- с соотношением  

Са/Р=1,67. Диффузию через ХЗ осуществляли 

в разные промежутки времени - от 4 до 48 ч.

ХЗ/CaCl
2
 + NaH

2
PO

4
[86]

ХЗ + CaCl
2
/NaH

2
PO

4
[77]

8

Электрофоретическое осаждение: суспензию 

на основе ХЗ и солей Са2+ и -РО
4

3- при 

соотношении Са/Р=1,67 доводят до рН=9-10 

и осаждают с использованием различных 

металлических электродов.

ХЗ + ГА 

(Ca(NO
3
)
2
×4H

2
O/ 

(NH
4
)
2
НPO

4
)

[88]

ХЗ + ГА [81]

ХЗ/Ca(NO
3
)
2
×4H

2
O + 

NaH
2
PO

4

[89]

9

Метод осаждения (замораживание и лиофи-

лизация):

Суспензию на основе ХЗ и солей Ca2+ и -PO
4

3-  при 

соотношении Са/Р=1,67 доводят до рН=10-11  

и осаждают. Образцы лиофилизируют и сушат 

замораживанием.

ХЗ + CaCl
2
 /Na

2
HPO

4
[94]

ХЗ + CaO – 51.91%; 

P
2
O

5
 – 38.25%; MgO – 

0.60%; Na
2
O -2.84%.

[95]

ХЗ+ CaCl
2
/NaH

2
PO

4
[96]

ХЗ/H
3
PO

4
 + Ca(OH)

2
[97]

ХЗ
 
+ нано-ГА [78]

ХЗ/CaCl
2
 + NaH

2
PO

4
[98]

ХЗ
 
+ ГА (H

3
PO

4
 + 

Ca(OH)
2
)

[99]

ХЗ/CaCl
2
 + KH

2
PO

4
[100]

ХЗ/Ca(CH
3
COO)

2 
+ 

NaH
2
PO

4

[101]

ХЗ /
 
Na

2
HPO

4 
+ CaCl

2 
/ 

этанол
[102]

ХЗ+KГА+(NH
4
)
2
CO

3
[42]

10

Одностадийное соосаждение: смесь ХЗ и CaCl
2
 

титруют раствором NaH
2
PO

4
 при Ca/P=1,67 и 

осаждают в щелочных условиях.

ХЗ/CaCl
2
 + NaH

2
PO

4
[103] 
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11

Метод осаждения: Суспензию, состоящую из 

ХЗ и солей Са2+ и -РО
4

3- при Са/Р=1,67, осаждают 

при рН=10-11.

ХЗ + ГА [64]

ХЗ
 
+ ГА [104]

ХЗ/Ca(NO
3
)
2
×4H

2
O + 

(NH
4
)
3
PO

4
×3H

2
O

[105]

ХЗ
 
+ nano ГА [106]

12 Метод смешивания

ХЗ
 
+ нативный ГА/

CaO/ZnO
[94]

ГА смешивыют с 

раствором ХЗ
[107]

13

Метод лиофильной сушки: Композитный кар-

кас ХЗ/декстран/нано-ГА был синтезирован 

методом смешивания. смесь формовали, 

замораживали для замораживания раствори-

теля и лиофилизировали при -90°С в течение 

48 ч для получения пористых каркасов.

ХЗ/декстран + 

nГА((Ca(NO
3
)
2
×4H

2
O/ 

NаН
2
PO

4
))

[108]

Как сведетельствуют литературные источники, композиты XЗ/ГA были 
синтезированы из 1M растворов CaCl

2
 и KH

2
PO

4
 при соотношении Са/Р = 1,67, 

используемых вместо ГA, и в основном, с помощью низкомолекулярного рас-
твора XЗ СДА≥90%. Гранулы получают осаждением XЗ/ГA с 5-7% NaOH, про-
мывают дистиллированной водой до нейтральной реакции, замораживают и 
сушат [100].

Композиты XЗ/ГA и XЗ/дигидрат дикальцийфосфата (ДКДГ) были синте-
зированы методом мембранной диффузии [94] и изучены их физико-хими-
ческие свойства. Для этого раствор XЗ и СaCl

2
 помещали в полупроводнико-

вую мембрану и погружали в раствор фосфата. Через некоторое время полу-
ченную суспензию высушили замораживанием. Содержание органических 
и неорганических веществ определяли с помощью термогравиметрического 
анализа (ТГА). Согласно СЭМ исследованиям показано, что композиты обра-
зуют пористую структуру. Содержание неорганических веществ в гибридном 
композите XЗ составляло 35-45%. Рентгеноструктурным анализом выявлено 
образование кристаллов ГА и ДКДГ в полимерной матрице.

На водяной бане при соотношении Са/Р-1,67 и 40ºC к раствору Na
2
HPO

4 

интенсивно перемешивая добавляли смеси ХЗ и CaCl
2
. Затем смесь осаж-
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дали 1М раствором NaOH, промывали дистиллированной водой и сушили 
при низком давлении. Были синтезированы XЗ/ГA при мольном отношении 
30/70, 50/50, 70/30, 85/15 и идентифицированы ИК-спектроскопией, рентге-
ноструктурным и термическим анализами образцов. Определена, что терми-
ческая стабильность композитов сохраняется при 200°C [103].

В данной работе [95] получены два типа ГА: в порошковом состоянии, 
нагретом до 400°C (содержание: CaO-51,9%; P

2
O

5
-38,3%; MgO-0,6%; Na

2
O-2,8%) 

и 700°С. Образцы в виде нагретого порошка при C (содержание: CaO-52,3%; 
P

2
O

5
-38,7%; MgO-0,6%; Na

2
O-2,1%) и сравниваются их свойства. Композиты в 

порошкообразном состоянии ГA взаимодействовали с микрокристалличес-
кими XЗ различной молекулярной массы в массовых соотношениях от 9÷1 
до 1÷9.

Волокно из композита XЗ-ГA может быть получено методом коагуляции. 
Для этого раствор XЗ-NaH

2
PO

4
 коагулируют в специальной ванне, заполняют 

ионы кальция до однородности, а затем реагируют раствором NaOН с об-
разованием ГА в волокнистой матрице. Было показано, что механические 
свойства волокна зависят от концентрации NaH

2
PO

4
 (0,03 М) в растворе 

XЗ-NaH
2
PO

4
 [102].

В инженерии для улучшения их биоактивных, химических и механи-
ческих свойств костной ткани были разработаны несколько типов полимер-
ных и биокерамических материалов, таких как композиты ГA с различными 
полимерами. Это способствует улучшению ряда керамических свойств ГА: 
внутренней хрупкости, структуры и смещения частиц с их местоположения. 
Преимущество гибридных композитов ГА состоит в том, что полимеры обла-
дают способностью эффективно взаимодействовать с тканью, окружающей 
костную ткань [109].

Также был получен силиконапатит на основе Na
2
SiO

3
 и изучено его вза-

имодействие с хитозаном. Установлено, что ГА - [Ca
10-x

Na
x
(PO

4
)

6-x
(CO

3
)

x
(OH)

2
] 

распределяется как НЧ в матрице XЗ. Исследовано влияние ММ ХЗ на физи-
ко-химические свойства и термическую стабильность нанокомпозитов XЗ-ГA 
при 600 и 1000ºC [84]. 

Синтезированы композиты на основе ГА и ХЗ для применения их в костной 
инженерии. Изучено влияние условий синтеза на получение нанокристал-
лических структур апатита. Было обнаружено, что ГA и XЗ образуют отно-
сительно стабильный состав в соотношении 50/50. Потеря карбонат-ионов 
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A-типа в ГA происходит выше 700°C. Показано, что можно получить непо-
ристый типа А путем обработки при 1100°C и, таким образом, быть ближе к 
химическому составу здоровой костной ткани [98].

Для определения оптимального состава композита был синтезирован 
пористый структурный композит, состоящий из микрокристаллического 
ХЗ (MKXЗ), ГА и ß-трикальцийфосфата (ß-TKФ) с хорошими сорбционными 
свойствами. В ходе исследования были получены композиты MKXЗ-ß-TKФ-ГA 
в различных соотношениях, а их химический состав подтвержден на осно-
вании ИК-спектров. Согласно РФА-анализ порошка фосфата кальция, они 
имеют значительную аморфную структуру при 2Ө 10˚, 20˚, а также XЗ/ß-TKФ 
демонстрирует полностью аморфную структуру. Анализ MKXЗ/ß-TKФ показал 
очень высокое содержание ионов Са2+ и фосфата при соотношении 2:1, 
соответственно [104].

Таким образом, получение наноструктур XЗ-ГA является более простым 
способом, и изучение морфологию ХЗ и ХЗ-ГA позволяет увидеть нерегулярные, 
пористые нанокомпозиты с более распределенной площадью поверхности. Тем 
не менее, рентгеноструктурный и ИК-спектральный анализ подтвердили, что ГА 
имеет высококристаллическую и непористую структуру [110]. 

1.5. Предварительная схема действия биополимера 
ХЗ с гидроксиапатитом кальция

В зависимости от соотношений исходных компонентов и условий син-
теза авторы предложили некоторые механизмы образования апатитов и 
фосфатов хитозана. Ионы Са2+ играют важную роль во взаимодействии XЗ с 
ГА [62] (рис. 1.3). По мнению авторов, ионы Ca2+ появляются на поверхности 
кристаллов ГA и прочно удерживают структуру за счет электростатических 
связей. Следовательно, XЗ образует поперечную связь между -NH

2 
и ионами 

Ca2+  ГA [64, 111-112].
Взаимодействие свободных (C-NH

2
) и протонированных (C-NH

3
+) амино-

групп хитозана с раствором ГА характеризуется следующим образом:
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                       (R)C-NH
2
 + СH

3
COOH → (R)C-NH  + ¯OOC

3
HC         рН˂6

Рис 1.3. Координационные связи между - NH
2
 групп  

ХЗ и ионов Ca2+ ГА [64, 111-112]

Присутствие в реакционной смеси ионов кальция и фосфата приводит 
к образованию композитов XЗ/ГA за счет электростатического взаимодей-
ствия между C- NH

3
+ и Ca2+, PO

4
3-- и/или C-Ca2+ и C-PO

4
3- [72, 113]. Он также 

образует водородные связи между группами -OН и -NH
2
 хитозана и группами 

-OН на поверхности ГА [74, 108, 110, 113] (Pис. 1.4.).

O
O OO

O
NH2 NH2

O

OH
OH

OH OH Ca10(PO4)6OH

Ca10(PO4)6OH
Ca10(PO4)6OH

HO

OH

Pис. 1.4. Электростатические взаимодействия и  

водородные связи между ХЗ-ГА [74, 108, 110, 113]

В ИК-спектроскопии функциональными группами ХЗ являются мети-
лен-CH

2
, амино-NH

2
, метилол -CH

2
OH и аминометилен -CH

2
NH

2
. ИК-спектры 

образцов XЗ-ГA показывают, что изменения в группах амида I и амида II в 
хитозане указывают на взаимодействие между XЗ и ГA. К ним относятся 
водородные связи между группами -NH

2
 и -OH и взаимодействия между 
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-NH
2
 и Ca2+. Чем больше аминогруппы XЗ движутся в направлении умень-

шения длин волн, тем сильнее взаимодействие водородных связей и моле-
кул между этими группами [114]. Изучением взаимодействия компонентов в 
комплексе XЗ и β-TKФ/ГA было высказано предположение о взаимодействии 
Ca2+ и фосфат-ионов с аминогруппами XЗ [104] (рис. 1.5).

O
O

O O
O

O
OH2N

NH2

H2N

NH2

O O
O

O
O

NH2

H2N

NH2

O O

H2N
O

PO4
3-

Ca2+

Ca2+
PO4

3-

Ca2+

PO4
3-NH2

H2N H2N

Pис. 1.5. Взаимодействие ионов Ca2+ и фосфат-ионов  

и аминогруппами ХЗ [104]

Было показано, что ионы Ca2+, расположенные на поверхности ГА, могут 
взаимодействовать свободными гидроксильными и аминогруппами XЗ, тог-
да как анионы фосфата могут связываться с частично протонированными 
аминогруппами с помощью донорно-акцепторных (ионно-координационных) 
связей [109] (рис. 1.6).

O

O
H HO

H

NH2H

HO

O
H

O
HO

H

HNH2

H

HO

O

H

O

H

HO H

NH3
+

H

O

OH

Ca2+ PO4
3- Ca2+ PO4

3-

Ca2+ PO4
3- Ca2+ PO4

3- Ca2+

Ca2+ PO4
3- Ca2+ PO4

3-

1
2

Pис. 1.6. Донор-акцепторные взаимодействия между  

функциональных групп макромолекул ХЗ и ГА [109]
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Таким образом, авторами установлено, что макромолекула ХЗ может 
взаимодействовать с ГА посредством донорно-акцепторных (ионно-коорди-
национных) связей, ионных, водородных связей между -ОН- и -NH

2
-груп-

пами хитозана и -ОН-группами на поверхности ГА, а также с помощью 
электростатических взаимодействий и др. В настоящее время существуют 
различные предположения о механизме взаимодействия хитозана с 
гидроксиапатитом.

Ионы кальция взаимодействуют посредством аминогрупп ХЗ, образуя 
координационную связь. Показано, что при взаимодействии ионов кальция 
с электронодонорными функциональными группами ХЗ происходит их ад-
сорбция в макромолекулу. Механизм адсорбции ионов металлов хитозаном 
зависит от ряда факторов таких, как рН раствора, молекулярно-массовые 
характеристики ХЗ: молекулярная масса (ММ) и степень деацетилирования 
(СДА), размер частиц, пористость и др. На наш взгляд, в растворах ХЗ и ГА, 
наличие ионов кальция, фосфатных, гидро- и дигидрофосфатных ионов, а 
также аминогрупп -NH

3
+ способствует формированию электростатических 

связей между поликатионами и низкомолекулярными противоионами. В 
свою очередь, наличие -ОН групп в структуре ХЗ и ГА приводит к образо-
ванию Н-Н связей. Эти рассуждения хорошо согласуются с литературными 
данными [6]. Результаты исследований показывают, что взаимодействие ХЗ 
с гидроксиапатитом происходит при рН<7. Известно, что ХЗ в разбавленных 
растворах органических и минеральных кислот находится в солевой форме, 
что затрудняет взаимодействие аминогрупп с катионами металлов. В 
выбранных условиях получения композитов ХЗ с Са2+ рН реакционной системы 
во всех случаях составляет рН<7, что исключает предположение о взаимо-
действии ионов Са2+ с функциональной группой -NH

3
+.

Результаты показали, что взаимодействие макромолекулы хитозана с 
молекулой гидроксиапатита осуществляется за счет электростатических 
взаимодействий и происходит образование водородных связей между функ-
циональными группами ХЗ (-NH

3
+) и ГА (-НPO

4
2-, -PO

4
3-) [9].

Анализ литературы показывает, что химическая природа исходных 
реагентов, порядок их добавления в реакционную смесь и продолжитель-
ность синтеза являются важными факторами, влияющими на состав конеч-
ного продукта и характер взаимодействия «полимер - низкомолекулярное 
соединение».
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1.6. Применение композитов хитозана с гидроксиапатитом  
в медицинской практике и ветеринарии

Известно, что кость имеет композитную природу и состоит из 69% фос-
фата кальция, 21% коллагена (полимера), 9% воды и 1% других компонентов, 
которые образуют очень сложную микроструктуру, что очень затрудняет 
создание структуры с аналогичными высокими механическими свойствами 
[115, 116]. В целом ортофосфаты кальция (Ca

3
(PO

4
)

2
) важны для здоровья 

человека и млекопитающих. Потому что ортофосфаты кальция составляют 
их кальцинированные ткани (кости, зубы, перья) и патологическую (вызван-
ную различными заболеваниями, связанными с дефицитом Ca и P) неорга-
ническую часть [117-118]. Кроме того, Ca

3
(PO

4
)

2
 является основным источни-

ком фосфора и используется для производства кормов, удобрений, моющих 
средств, различных фосфорных химикатов. Наноструктурные кристалли 
ческие ортофосфаты кальция, особенно в форме апатитов, играют важную 
роль в формировании тканей, образуя основные неорганические строи-
тельные блоки костей скелета и зубов. Эти сложные структуры образуют 
несколько десятков и сотен нанометровых кристаллов биологического апа-
тита. Этот процесс осуществляется под строгим контролем биоорганических 
матриц [119] (тaбл. 1.2).

Taблица 1.2
Применение препаратов на основе  

гидроксиапатит-хитозановых композитов

№ Состав исходных компонентов Область применения ссылки

1 ХЗ/ГA Композит ХЗ/ГА исследовался во 
многих областях: инженерия кост-
ной ткани, стоматология, ветери-
нария.

[120-123]

2 ХЗ/ГА=50:50 (Ca/P-1,67) Костные имплантаты, то есть для 
профилактики и лечения остеопо-
роза

[124]

3 ХЗ/ГА При хроническом пародонтите 
(инфекционно-воспалительном 
заболевании зубов)

[125]
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4 ХЗ/ГА и β-трикальцийфосфат/
ХЗ

ХЗ/ГА используется для лечения 
остеопороза, а β-трикальцийфос-
фат/ХЗ используется для остео-
пластики в стоматологии.

[126, 127]

5 Композиты пористо-структур-
ные ХЗ/КГА и ХЗ/ГА

Костная имплантация, 
восстановление кости

[70, 128, 
129]

6 Композиты, состоящие из ХЗ, 
КГА, тетракальцийфосфата, 
карбоната аммония и ГА

Используются в качестве имплан-
татов и костно-трехмерных мате-
риалов для инженерии костных 
дефектов.

[130]

7 Композиция, содержащая ХЗ/
Ag/ГА-повиаргол

Ортопедический микроимплантат [131]

8 Композит ХЗ/фосфат кальция Костная инженерия [132]

9 ХЗ/ ГА/Ag В качестве антибактериального 
средства (микроорганизмы E. Coli 
ATCC 25922)

[133]

10 ГА/ХЗ/Аг-повиаргол Ортодонтические микроимплан-
таты

[107]

11 ХЗ/ нано ГА Костная инженерия [80]

12 Электропрядение волокон 
нано-ГА/ХЗ и композита на 
основе полимолочной кислоты

Лечение стандартизированных 
дефектов свода черепа у крыс

[134]

13 ХT/ГА Инженерия костных дефектов [135]

14 3D ХЗ/ГА и ГА/ХТ композит Костная имплантации в костной 
инженерии

[136, 137]

15 ХЗ/Колл/ГА Костная регенерация [65, 97, 138]

16 ХЗ/нано-ГА и ХЗ/ крахмал / 
нано-ГА

Для профилактики и лечения 
остеопороза регенерация кости, 
вызванная остеопорозом, инжене-
рия костной ткани

[78, 105, 
139, 140]

17 Апатитовые трансплантаты с 
покрытием XЗ

В инженерии костной ткани [77]

18 Трансплантат ГA/XЗ Костные и костно-хрящевые де-
фекты.

[79]

19 ХЗ/Колл/ГА При восстановлении кости, транс-
плантации и лечении дефектов 
распознавания костей.

[141, 142]

20 Естественный ГА/ХЗ Для лечения сложных костных 
дефектов

[92]
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21 Гидрогели XЗ/ГA и XЗ/фосфат 
кальция

Способствовать формированию и 
росту костей при лечении костных 
дефектов

[143]

22 ХЗ/ГА Композиты предложены в каче-
стве биоматериалов для восстано-
вительной стоматологии, тканевой 
инженерии для альвеолярной 
кости и пародонтальной транс-
плантации для комплексного 
стоматологического лечения

[144]

23 ХЗ/ГА и ХЗ/ГА/ поликапрола-
тон

В области тканевой инженерии 
зубов

[145, 146]

24 ХЗ/ГА нанокомпозит В зубных пломбах [147]

25 ХЗ/ фосфат кальция c Композиты подходят для исполь-
зования в качестве регулирующего 
агента для покрытия пульпы при 
кариесе зубов

[148]

26 ХЗ/ГА Поверхность титанового импланта-
та покрыта

[149]

27 ХЗ/ГА Композит ХЗ/ГA предназначен для 
эмалирования зубов и герметиза-
ции поврежденных поверхностей 
эмали

[150, 151]

28 ХЗ/ нано ГА Рекомендуется для использования 
в инженерии костной ткани

[152]

29 XЗ/ГA+полибутилсукцинат, 
стволовые клетки мезенхимы 
костного мозга, коллаген, аль-
гинат, инсулин и др.

Костная имплантации [153]

30 ХЗ/ГА углеродные нанотрубки Предлагается в качестве искус-
ственных костей.

[154]

31 Пористые и блочные ком-
позиционные материалы из 
наночастиц монтмориллонита 
и гидроксиапатита из хризоти-
ла, хитиновых нанофибрилл и 
нановолокон на основе XЗ.

Тканевая инженерия и трансплан-
тология

[155]

32 ХЗ-ГА Инженерия костной ткани [156]

33 KГА/ХЗ В медицине (плавление КГА в изо-
тоническом растворе увеличивает-
ся с увеличением концентрации ХЗ)

[157]
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34 ХЗ/ГА/магнетит Пролиферация клеток и рост 
костей

[158]

35 ХЗ В стоматологической хирургии [159]

36 ГА/Колл Инженерия костной ткани [160]

37 ХЗ/ГА Используется при внутренних 
переломах костей

[161]

38 ХЗ/Колл Инженерия костной ткани, при 
заболеваниях, связанных с дефек-
тами костей

[162]

39 ХЗ/ фосфат кальция Костная имплантации [163]

40 ХЗ/трикальций, монокальций 
и дикальцийфосфат

В ветеринарной практике (остеопо-
роз и остеомаляция)

[164, 165]

Проведена огромная работа по препаратам на основе ГА и разработаны 
различные фосфаты для решения проблем, связанных с дисбалансом Са/Р 
в живых организмах. В основном, для улучшения их физико-химических 
свойств используются природные и искусственные полимеры [42].

Один из таких природных полимеров, хитозан, имеет особое значение 
благодаря хорошему формированию матрицы и антибактериальным свой-
ствам. Материалы, используемые для заполнения костных дефектов, должны 
иметь 4 основных свойства: остеокондукцию, остеоиндукцию, остеоинтегра-
цию и остеогенез. Все эти свойства присутствуют в ХЗ, самое главное, его 
соединения с ГА и другими фосфатами кальция отличаются высокой био-
логической деградацией, биоактивностью, антибактериальными свойствами 
при коррекции дефектов клеток костной ткани [166-169]. Протонированные 
свободные аминогруппы в XЗ гарантируют, что он легко взаимодействует 
с ДНК, белками, липидами, заряженными органическими веществами или 
синтетическими полимерами, и придают XЗ вышеуказанные свойства. Эти 
свойства XЗ увеличивают возможность применения в сочетании с различными 
неорганическими и органическими соединениями в инженерии костной 
ткани [170, 171]. 

Обнаружено, что нанокомпозиты ГA с коллагеном состоят из микро-
структурированной пористой системы, напоминающей кость. Однако 
существуют проблемы со стоимостью коллагена, его связыванием с костным 
коллагеном и гибкостью. Введение ГА в матрицу XЗ значительно увеличивает 
его остеокондуктивные и механические свойства [172]. Специфические свой-
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ства XЗ, включая его биодеградацию, биологическую гибкость, вязкость и 
противоинфекционные свойства, делают его идеальной полимерной матри-
цей для ГА [173].

Заключение к главе 1

Анализ литературы показывает, что несмотря на то, что по композитам 
XЗ/ГA проводится огромное количество исследований, недостаточна инфор-
мация о химической кинетике, молекулярно-массовых характеристик XЗ и 
влиянии мольных соотношений XЗ/ГA на состав, морфологию и свойства 
композита. В связи с этим, изучение возможности получения композитов 
XЗ/ГA на основе хитозана Bombyx mori и их использования в ветеринарной 
практике представляет научно-практический интерес.
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2.1. Синтез гидроксиапатита кальция и его идентификация

Согласно многочисленным исследованиям, реакция получения высоко-
дисперсного порошка гидроксиапатита протекает по следующей схеме 
[23, 30, 38]:

10СаX
2
 + 6Y

2
HPO

4
 + 8YOH →Ca

10
(PO

4
)

6
(OН)

2
 ↓ +20YX + 6H

2
O (1)

где: X= NO
3

-, Cl−, CH
3
COO− и Y= NH

4
+, К+, Na+ (реакция 1)

Взаимодействие солей кальция с фосфатами и получение тех или иных 
продуктов реакции зависит от рН раствора, температуры, продолжительности 
реакции, а также от мольного и массового соотношения Cа/Р в реакционной 
системе. Образование гидроксиапатита происходит в течение нескольких 
минут и при относительно низкой температуре ˂50°С в течение длительного 
времени в процессе перекристаллизации аморфного фосфата кальция. В 
итоге формируется нестехиометрический гидроксиапатит кальция (ГА) – 
Cа

10-х
(НРО

4
)

х
(РО

4
)

6-х
(ОН)

2-х
, где значение х зависит от условий синтеза.

Образованный осадок выделен декантацией и лиофильно высушен. 
Полученный порошок исследован элементным анализом и рентгенографи-
ческим анализом (рис. 2.1). 

 

Рис. 2.1. Спектральный и элементный анализы гидроксиапатита кальция

Результаты элементного анализа показывают, что гидроксиапатит со-
стоит из смеси фосфатов кальция. Однако в составе апатита существует 23,3 

СТРУКТУРА И ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА  
ХИТОЗАНА BOMBYX MORI, ГИДРОКСИАПАТИТА 
КАЛЬЦИЯ И ИХ КОМПОЗИТОВ

Г Л А В А  2
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масс.% Са и 15,6% Р, то есть массовое соотношение Са/Р составляет 1,5. Воз-
можно, это связано с тем, что при декантации осадка в растворе остаются 
частично растворимые фосфаты, гидрофосфаты и ионы кальция.

Данные рентгеноструктурного анализа подтверждают полученные 
результаты (рис. 2.2).

Рис. 2.2. Дифрактограмма гидроксиапатита кальция

Результаты ХRDA анализа ГА показывают, что при 2θ 26,48° (002), 
27,29° (210), 30,21° (210), 32,42° (300), 32,92° (202) и 40,53° (310) наблю-
даются характерные пики гидроксиапатита. Особенно, пики в областях 2θ 
30-34° (211, 212, 300), являются характеризующимися пиками, соответ-
ствующими межплоскостным расстояниям ГА с гексагональной сингонией 
( JCPDS-№-00-09-0432) [9].

По формуле Дебая-Шеррера D=0,89λ/(β
1/2

cosθ) рассчитан средний раз-
мер кристаллитов. Полученные результаты показывают, что при взаимо-
действии хлорида кальция с гидрофосфатом калия образуется гидрокси-
апатит кальция, средний размер кристаллитов, который составляет 30 нм 
(табл.2.1).
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Таблица 2.1
Некоторые параметры кристаллитов гидроксиапатита 

№ Индексы 
Мюллера

Параметры
(002) (210) (212) (300) (202) (310)

1 2θ, ° 26,48 27,29 30,21 32,42 32,92 40,53

2 d, nm 3,36 3,26 2,95 2,75 2,71 2,22

3 b 0,0069 0,0035 0,0035 0,00523 0,00523 0,00523

4 D, nm 20,42 40,3 40,67 27,3 27,35 27,9

D
сред

 = 30 nm

Результаты XRDA анализа кристаллов ГА хорошо согласуются с литера-
турными данными [9, 98, 156].

DLS-исследования растворов гидроксиапатита показывают, что в растворах 
ГА при Са/Р-1,67 моль.% имеются частицы с размерами от 600 нм до 6,6 
микрона с полимодальным распределением, а при Са/Р-1,35 моль.% размер 
частиц укрупняется до 19 микронов (рис.2.3). 
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Рис.2.3. Размер и распределение частиц ГА в растворе:  

а) Са/Р-1,67 б) Са/Р-1,35 моль. %

Результаты DLS-измерений показывают, что характер распределения 
частиц ассиметричен, что свидетельствует о формировании частиц различной 
формы и размера. Также установлено, что при Са/Р-1,67 частицы имеют срав-
нительно мелкие размеры, чем при Са/Р-1,35 моль.%. Вероятно, это связано с 
образованием стехиометрического апатита кальция при Са/Р-1,67, что спо-
собствует взаимокомпенсации противоположно заряженных ионов и фор-
мированию наиболее компактных частиц. А при Са/Р-1,35 моль. % количество 
несвязанных (электростатически невзаимодействующих) ионов будет боль-
ше, и возможно, приведет к укрупнению (агломерации) частиц.

2.2. Влияние продолжительности синтеза на  
формирование гидроксиапатита кальция

Синтез проводили при интенсивном перемешивании в течение 1 часа со 
скоростью 1400 об/мин и температуре 40±2ºС, исходное соотношение Са/Р 
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1,35 и 1,67 моль. %. Синтезированные образцы гидроксиапатита кальция и их 
композиты ХЗ/ГА исследованы методом эмиссионного полуколичественного  
спектрального анализа - МП 003:2015 (V категория точности). Настоящая 
методика распространяется на руды и минералы для определения массо-
вых долей 54 элементов методом эмиссионного полуколичественного спек-
трального анализа в диапазонах содержаний от 1×10-5 до 3%.

Известно, что получение стехиометрического гексагонального ГА является 
продолжительным процессом, который требует нескольких суток. В связи с 
этим, поиск путей сокращения продолжительности синтеза и разработка 
способа синтеза нанокристаллического ГА в присутствии полимеров пред-
ставляет научный интерес. Синтез ГА проведен в условиях «ex situ» (рис.2.4).

Рис. 2.4. Влияние продолжительности синтеза на формирование  

гидроксиапатита кальция в условиях «ex situ» 

Результаты показывают, что в течении 0-8 часов при исходном 
соотношении Са/Р-1,67 моль.%, в полученных образцах соотношение Са/Р 
достигает от 1,23 до 1,65 моль.%. После 8 часов образуются образцы 
гидроксиапатита, содержащие в своем составе Са/Р-1,67 моль.% и при 
дальнейшем увеличении времени синтеза до 36 часов это соотношение 
не меняется. 
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Рис. 2.5. Дифрактограмма гидроксиапатита кальция,  

исходное соотношение Са/Р=1,67 моль.%; τ-8 ч.

Данные свидетельствуют при 2 θ 26,51°; 26,80°; 27,45°; 28,44°; 28,68°; 
31,32°; 31,48°; 31,79°; 32,10°; 32,32°; 32,52°; 32,90°; 39,12°; 40,16°; 40,60°; 45,53°; 
50,25°; 56,53° и 58,73° наблюдаются характерные пики гидроксиапатита. 
Особенно ярко выражены пики при 2θ 26-47° и подтверждают образование 
кристаллического ГА (Са/Р=1,67 моль. %).

Микроскопические исследования образцов гидроксиапатита кальция
Результаты АСМ-исследования морфологии порошков ГА, полученных 

при Са/Р-1,67 моль. % показывают на топографическом снимке, что в выбран-
ных условия синтеза (τ=8 часов) образуются мелкодисперсные НЧ ГА с раз-
мерами от 50 до 300 нм и агрегаты до 6 мкм. По амплитудному снимку вид-
но, что в системе формировались частицы ГА от 0,3 до 10 мкм, образованные 
вследствие агломерации НЧ.
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а б

с д

е
Рис.2.6. Топографический (а), амплитудный (б) и фазовый (с) АСМ-снимки  

порошков гидроксиапатита кальция, гистограмма распределения  

(д) и шероховатость поверхности (е)

Фазовый снимок свидетельствует, что частицы ассиметричны и кри-
сталлиты росли больше в z направлении. Шероховатость поверхностей ча-
стиц показывает, что частицы полидисперсны. Эти выводы способствовали 
исследованию амплитудных снимков частиц (рис.2.7).
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а б

с д
Рис.2.7. Амплитудные АСМ-снимки порошков ГА (а, б),  

гистограмма распределения (с) и шероховатость поверхности (д)

Выявлено, что в системе формируются частицы пластинчатой формы с 
дефектами (а, б). Обнаружено, что нанопластинки расположены упорядоченно 
и формируют агрегаты размерами до 10 мкм. По шероховатости видно, что 
пластинки имеют дефекты (д, при 5,5 мкм). Эти данные согласуются с 
литературными данными [174].

Оптические снимки показывают, что частицы и формы ГА кальция раз-
личны (рис.2.8).
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Рис. 2.8. Оптические снимки гидроксиапатита кальция при Са/Р-1,67 моль. %

Частицы полидисперсны и распределены полимодально. На снимках 
при масштабе 40 мкм можно видеть формирования агрегатов ГА.

УФ-спектроскопические исследования образцов ГА

Рис. 2.9. УФ-спектры гидроксиапатита кальция,  

полученного при Са/Р: 1) 1,67 2) 1,35 моль. %

Видно, что при 238-400 нм наблюдается широкая полоса поглощения 
π→π* связей РО

4
3- (-Р=О) групп (рис. 2.9). Отметим, что при получении 

композитов с хитозаном Bombyx mori эти полосы поглощения накладываются 
на полосы поглощения его амино- и ацетамидных (из остатка хитина) групп.

2.3. Получение композитов ХЗ/ГА варьированием  
параметров синтеза в условиях «in situ»

Для синтеза композитов XЗ/ГА в условиях «in situ» использованы уксус-
новодный раствор ХЗ, 1М водные растворы CaCl2 и KH2PO4. Приготовляют 
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2%-ный раствор ХЗ и колбу помещают на магнитную мешалку, затем интен-
сивно перемешивают со скоростью до 500 об/мин. После чего раствор, 
содержащий ХЗ+CaCl2+KH2PO4, закапывают в раствор NaOH (рис. 2.10). При 
этом происходит совместное осаждение реакционной смеси, где осадок в 
этом щелочном растворе хранится в течение 8 часов. По времени гранулы 
XЗ/ГA декантируют из щелочного раствора и промывают бидистиллированной 
водой до рН=7 и сушат в установке по лиофильной сушке при -50˚C. Полу-
ченные гранулы ХЗ-ГА промывают бидистиллированной водой до рН=7, 
высушивают до постоянной массы в установке по лиофильной сушке марки 
ALPHA 1-2 LD plus (Германия) (рис. 2.11) [9, 175].

Рис. 2.10. Процесс получения 
гидроксиапатита хитозана Bombyx mori 

в условиях «in situ»

 

а б
Рис. 2.11. Сформованные влажные (а) и лиофильно высушенные  
(б) гранулы ХЗ/ГА=70:30 масс.% на основе хитозана Bombyx mori 
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Таблица 2.2
Влияние массового соотношения (%) компонентов на состав композита хитозана 
Bombyx mori с гидроксиапатитом (ХЗ-ГА); ХЗ (ММ=200000, СДА=85%), t=40±2°С

№ Соотно-
шение
ХЗ/ГА, 
масс.%

ХЗ, г ГА, г

рН
 р

ас
тв

ор
а 

Х
З 

(С
Н

3С
О

О
Н

)
 –

 Г
А

 (Н
2О

)

N
общ

, % Са2+,%

Зо
ль

но
ст

ь*
, %

Зо
ль

но
ст

ь,
 %

Исходное 
соотношение Са/

P=1,67 моль.%

1 ХЗ 1 - 3,26 8,27 - 3,62 -

2 ГА - 1 4,72 - 20,15 100 60

3 ХЗ/ГА
90:10

0,9 0,1 3,10 7,12 1,98 13,01 6,02

4 80:20 0,8 0,2 3,09 6,71 3,83 27,74 12,1

5 70:30 0,7 0,3 3,08 5,55 5,89 36,45 18,2

6 60:40 0,6 0,4 3,06 4,60 7,23 41,59 24,4

7 50:50 0,5 0,5 2,97 4,10 9,16 59,85 30,9

8 40:60 0,4 0,6 2,91 3,13 10,60 61,20 36,6

9 30:70 0,3 0,7 2,84 2,89 12,68 68,60 42,5

10 20:80 0,2 0,8 2,82 2,50 15,07 76,61 48,4

11 10:90 0,1 0,9 2,80 1,21 17,55 95,21 54,4

* при расчете 100%-ной зольности ГА 

Из результатов видно (табл.2.2), что с повышением содержания ГА в 
реакционной смеси рН раствора незначительно снижается от 3,10 до 2,80. 
Возможно, это связано с объемом кислоты, выделившейся при образовании 
водонерастворимой соли кальция. С уменьшением содержания ХЗ в реакци-
онной смеси закономерно снижается содержание общего азота. Уменьшение 
содержания общего азота от 7,12 до 1,21% по сравнению с исходным хитозаном 
(N

общ
=8,27%) приводит к уменьшению растворимости ХЗ и снижению раство-

римости целевого продукта.
С увеличением содержания ионов кальция (Ca2+) в исходной реакционной 

смеси от 10 до 90 масс.%, его содержание в композите увеличивается от 1,98 
до 17,55%, так же повышается зольность композитов в диапазоне 13,01÷95,21% 
соответственно. При Ca2+ ˃50% в реакционной смеси образуются малораство-
римые композиты, что представляют прикладной интерес в ветеринарной и 
медицинской практике для получения костных имплантатов. 
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2.4. Взаимодействие хитозана Bombyx mori с гидроксиапатитом 
кальция в водных растворах

Взаимодействие макромолекул ХЗ с ГА в водных растворах исследовано 
титрометрическим и вискозиметрическим методами. Для этого приготовлены 
по 10 мл 1% растворов исходных компонентов - ХЗ и ГА в 0,1Н HCl. В раствор 
ХЗ добавляли расчетное количество ГА при сохранении соотношения 
Са/Р=1,67 моль.% (рис. 2.12-2.14).

Результаты свидетельствуют, что увеличение содержания ГА в системе 
приводит к снижению значения рН среды от 1,8 до 1,6. Вероятно, это связано 
с выделением кислоты при взаимодействии солей кальция и калия:

Рис. 2.12. Зависимость значения рН раствора от масс.% в соотношении ХЗ/ГА

CaCl
2(р) 

+ KH
2
PO

4 (р) 
+ 2H

2
O → CaHPO

4
×2H

2
O

(с)
 + HCl

(р)
 + KCl

(р)
 (реакция 2)

Минимальное значение рН наблюдается при ХЗ/ГА=70:30 масс.%. Из 
кривых кондуктометрического титрования видно, что при повышении масс.% 
ГА от 10 до 90%, электропроводность раствора повышается от 110,2 до 146,0 
mS/cm (рис. 2.13).
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Рис. 2.13. Зависимость электропроводности растворов  

композитов от масс.% в соотношении ХЗ/ГА

Следует отметить, что при ХЗ/ГА=70:30 масс.% наблюдается скачок 
в кривых титрования Вероятно, это объясняется тем, что при получении 
композитов ХЗ с ГА образуются соли натрия и калия, т.е. сильные низкомо-
лекулярные электролиты. Возможно, при ХЗ/ГА=70:30 масс. % происходит 
максимальное взаимодействие и HCl образуется относительно больше, чем в 
других соотношениях, которая способствует увеличению электропроводно-
сти раствора (реакция 2.). Отметим, что при концентрации ГА 40÷60 масс.% 
электропроводность растворов композитов уменьшается, однако, при соот-
ношении ХЗ/ГА=20:80 масс.% монотонно повышается. По-видимому, это свя-
зано с повышением количества низкомолекулярные электролитов в реакци-
онной смеси [175].

Проведены вискозиметрические исследования растворов композитов, 
полученных при различных массовых соотношениях ХЗ/ГА (рис. 2.14). 
Результаты показывают, что при соотношении ХЗ/ГА=70:30 масс.% композит 
обладает относительно высокой вязкостью.
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Рис. 2.14. Зависимость относительной вязкости растворов  

композитов от масс.% в соотношении ХЗ/ГА 

Возможно, это связано с введением в систему низкомолекулярных 
противоионов, что приводит к разрушению межмолекулярных водородных 
связей и изменению конформации макромолекул ХЗ. При повышении содер-
жании ГА от 40% и больше, вязкость раствора монотонно снижается соответ-
ственно, приближаясь к единице.

2.5. Влияние макролекул ХЗ Bombyx mori на формирование  
стехиометрического гидроксиапатита кальция в условиях «in situ»

Исследовано влияние ММ ХЗ Bombyx mori на образование композита 
ХЗ/ГА (рис. 2.15). С этой целью на начальном этапе синтеза композита XЗ/
ГA в растворах XЗ (СДА-80%) в различных ММ наблюдалось изменение pH 
реакционной смеси.
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Рис. 2.15. Зависимость рН растворов от содержание ГА при различных ММ 
ХЗ и СДА=80%: 1) 290000; 2) 200000; 3) 78000; 4) 26000

 
В исследуемых интервалах ММ ХЗ, снижение значения рН происходит 

при ХЗ/ГА=70:30 масс.%, т.е. в этом соотношении происходит максимальное 
взаимодействие.

Исследовано влияние СДА ХЗ Bombyx mori на взаимодействие с ГА и фи-
зико-химические свойства композитов.  Для этого синтезированы образцы 
ХЗ/ГА=80:20, 70:30, 50:50 и 20:80 масс.% с хитозанами различной СДА-90% 
(ММ 77000); СДА-80% (ММ 78000); СДА-70% (ММ 71000). 

Рис. 2.16. Влияние СДА ХЗ на значение рН растворов композитов ХЗ/ГА,  
растворитель 0,1Н НСl 1) СДА-90%; 2) СДА-80%; 3) СДА-70%
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Результаты свидетельствуют, что в условиях «in situ» независимо от 
значения СДА, снижение значения рН происходит при ХЗ/ГА=70:30 масс.%, 
т.е. в этом соотношении происходит максимальное взаимодействие и соот-
ветственно выделяется относительно больше HCl по реакция 2. 

Видно, что независимо от значения СДА снижение значения рН происхо-
дит при ХЗ/ГА=70:30 масс.%, т.е. в этом соотношении наблюдается повыше-
ние относительной вязкости раствора композита. 

С целью изучения химической природы взаимодействия ХЗ с ГА ком-
позиты гидроксиапатита с ХЗ Bombyx mori (ММ-200000, СДА-85%) изучены 
кондуктометрическим титрованием (рис. 2.17). Видно, что в кривых кондук-
тометрического титрования исходного ХЗ и ГА наблюдаются 3 области 
титрования, характеризующие объемы щелочи, израсходованной на титро-
вание: 1) растворителя - HCl; 2) функциональных групп ХЗ (V

2
-V

1
) и ГА (V

3
-V

2
); 

3) избыток щелочи в растворе. Следует отметить, что при титровании раство-
ров композитов во втором участке образуются две области титрования, что 
показывает формирование нового вещества - композита ХЗ/ГА.

Рис. 2.17. Кондуктометрическое титрование растворов: 1) ХЗ Bombyx mori;  

2) ХЗ/ГА=80:20; 3) 70:30; 4) 50:50; 5) 20:80 масс.%; 6) ГА 

Согласно результатам титрования нами рассчитаны содержание свя-
занных и несвязанных - свободных аминогрупп (NH+

3 ), а также их степень 
связывания с низкомолекулярными противоионами (табл. 2.3).
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Таблица 2.3
Массовая доля связанных и несвязанных аминогрупп в макромолекулах 

хитозана и его композитов с гидроксиапатитом кальция

№ Образцы, масс.% NH+
3(своб), % NH+

3(связ), %
Степень 

связывания, %

1 ХЗ 6,53 - -

2 ХЗ/ГА=80:20 4,67 1,86 29

3 70:30 2,75 3,78 58

4 50:50 3,73 2,80 43

Повышение количества гидроксиапатита в реакционной смеси способ-
ствует увеличению степени связывания макромолекул с противоионами 
от 29 до 71%, что хорошо согласуются с данными элементного анализа и 
ИК-спектроскопии. Следует отметить, что при ХЗ/ГА=70:30 масс.% доля свя-
занных аминогрупп составляет 3,78%, а степень связывания равна к 58%. Эти 
значения примерно в 2 раза больше, чем в соотношении ХЗ/ГА=80:20.

Исследована электропроводность растворов полученных композитов 
ХЗ/ГА (рис. 2.18).

Рис. 2.18. Зависимость электропроводностей растворов ХЗ/ГА в различных  

соотношениях: 1) ММ (ХЗ) 290000; 2) ММ (ХЗ) 200000;  

3) ММ (ХЗ) 78000; 4) ММ (ХЗ) 26000

Идентичное поведение кривых свидетельствует, что в растворах ком-

позитов отсутствуют свободные и протонированные ионы, вследствие чего 
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электропроводность их растворов снижается и остается неизменной. Это 
связано с тем, что до сушки растворы композитов промывают до рН=7. В 
таком значении рН аминогруппы ХЗ полностью депротонируются и стаби-
лизируют кристаллы ГА. Выявлено, что композиты, лиофильновысушенные 
и очищенные промыванием от непрореагировавщихся ионов, образуют ста-
бильный коллоидный раствор.

2.6. Изучение влияния соотношений ХЗ/ГА на размер  
формирующихся частиц в условиях «in situ» и «ex situ»

Формирование гидроксиапатита кальция, получение композитов на его 
основе и их состав, зависит от различных факторов, таких как скорость и про-
должительность перемешивания, время выдержки реакционной системы в 
щелочи, температура синтеза, соотношение Са/Р, полимер/ГА и др. Из литера-
туры известно, что для формирования стехиометрического ГА необходимо, как 
минимум, 2 суток [176]. Нами обнаружено, что время выдержки реакционной 
системы в щелочи и проведение процесса в условиях «in situ» заметно влияют 
на мольное соотношение Са/Р в композитах и на их размерные характерис-
тики. Эти факторы являются основными, так как свойства этих композитов в 
итоге зависят от содержания Са/Р и их размера. В связи с чем, нами изучено 
влияние перечисленных факторов (табл. 2.4).

Таблица 2.4
Влияние продолжительности синтеза на формирование ГА в условиях  

«ex situ» и «in situ». ММ (ХЗ)=140000, СДА(ХЗ)=82%,  
Са/Р=1,35 и 1,67 моль.%, τ-3 часа

№ Образцы
1 2 3 4 5

Ca P K Na Са/Р, моль.%

в композитемассовая доля в %
Исходное количество Са/Р в реакционной среде составляет 1,67 моль.%

1 ГА 19 12 <0,1 4 1,23
2 Х3/ГА 20:80 12 6 <0,1 0,1 1,60
3 Х3/ГА 50:50 8,5 4 <0,1 0,1 1,65
4 Х3/ГА 70:30 6 3 <0,1 0,1 1,60

Исходное количество Са/Р в реакционной среде составляет 1,35 моль.%

7 Х3/ГА 20:80 12 7,1 <0,1 0,1 1,36

8 Х3/ГА 50:50 8 4,6 <0,1 0,08 1,40
9 Х3/ГА 70:30 6 3,5 <0,1 0,06 1,38
10 Х3/ГА 80:20 3,9 2,5 0,1 0,08 1,26
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Результаты показывают, что в условиях «ex situ» и продолжительности 
синтеза 3 часа, соотношение Са/Р в ГА составляет 1,23 моль.%, а в условиях 
«in situ» (в присутствии биополимера хитозана) соотношение Са/Р составляет 
1,60-1,65 моль.%. Т.е., присутствие ХЗ стимулирует формирование гидроксиа-
патита кальция, однако, все-таки не образуются образцы гексагонального апа-
тита. При исходном количестве Са/Р-1,35 моль.%, в течение 3 ч формируются 
апатиты аморфного типа с содержанием Са/Р-1,33±0,06 моль.% [176]. Возмож-
но, это связано с образованием растворимых солей кальция и фосфатов.

Нами изучено влияние продолжительности синтеза ГА в условиях  
«ex situ» и «in situ» при исходном соотношении Са/Р=1,67 моль.% (табл. 2.5). 

Таблица 2.5
Влияние продолжительности синтеза на формирование ГА в условиях  
«ex situ» и «in situ». ММ (ХЗ)=200000, СДА(ХЗ)=80%, Са/Р=1,67 моль.%

№ Образцы

1 2 3 4 5

Ca P Na K Са/Р, моль%

массовая доля в %

1 ГА (8 ч) 16,8 7,8 0,1 <0,1 1,672

2 Х3/ГА 20:80   8 15,5 7,2 0,4 <0,1 1,671

3 Х3/ГА 50:50   8 9,25 4,3 0,06 <0,1 1,670

4 Х3/ГА 70:30   8 6,88 3,2 0,01 <0,1 1,669

5 ГА (16 ч) 17,2 8 0,06 <0,1 1,669

6 Х3/ГА 20:80 16 15,53 7,22 0,05 <0,1 1,670

7 Х3/ГА 50:50 16 10,75 5 0,05 <0,1 1,669

8 Х3/ГА 70:30 16 7,7 3,6 <0.01 <0,1 1,661

9 ГА (24 ч) 18 8,4 0,3 <0,1 1,664

10 Х3/ГА 20:80 24 16,13 7,5 0,15 <0,1 1,670

11 Х3/ГА 50:50 24 10,92 5,08 0,03 <0,1 1,669

12 Х3/ГА 70:30 24 7,74 3,6 0,02 <0,1 1,670

13 ГА (36 ч) 18,28 8,5 0,2 <0,1 1,670

14 Х3/ГА 20:80 36 16,15 7,5 0,1 <0,1 1,672

15 Х3/ГА 50:50 36 10,75 5 0,03 <0,1 1,669

16 Х3/ГА 70:30 36 7,85 3,65 0,02 <0,1 1,670
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Результаты свидетельствуют, что при интенсивном перемешивании 
со скоростью 1400 об/мин, практически во всех образцах, полученных в 
течение 8-16-24-36 часов, соотношение Са/Р составляет 1,67 моль.%, как в 
присутствии, так и в отсутствии полимера. Содержание металлов, указанных 
в табл. 2.5, в составе гидроксиапатита кальция допускается в приведенных 
концентрациях. 

Таким образом, регулируя условия синтеза, независимо от соотношений 
ХЗ/ГА нам удалось получить кристаллический стехиометрический ГА, как в 
условиях «ex situ», так и в условиях «in situ». Синтез композитов с заданными 
свойствами, разработка инструментов регулирования их состава и структуры 
представляет фундаментально-прикладной интерес.

Нами синтезирован и идентифицирован стехиометрический гексагональ-
ный гидроксиапатит кальция при Са/Р-1,67 моль.%. Разработан новый экс-
пресс-способ синтеза ГА в условиях «in situ» и «ex situ» и обнаружено, что в 
присутствии макромолекул ХЗ формируются наночастицы от 20 до 720 нм.

Известно, что частицы стехиометрического гексагонального ГА форми-
руются в течение 24-48 часов. Эмиссионным элементным анализом, рентге-
ноструктурным, микроскопическими, спектральными методами установлено, 
что при интенсивном перемешивании со скоростью 1400 об/мин, практически 
во всех образцах ХЗ/ГА, полученных в течение 8-16-24-36 часов, в системе 
формируется стехиометрический ГА, т.е. соотношение Са/Р составляет 1,67 
моль.% как в условиях «ex situ», так и а условиях «in situ». Показано, что разра-
ботанный способ позволяет получать композиты хитозана и гидроксиапатита 
с регулируемым составом, морфологией, кристалличностью.

2.7. Исследование размерных характеристик частиц  
синтезированных образцов ГА и композитов ХЗ/ГА

Размерные характеристики порошков ГА и композитов ХЗ/ГА исследо-
ваны в растворах и в твердом виде (пленки). Результаты DLS-исследований 
показывают, что размеры частиц ГА отличаются в зависимости от продол-
жительности синтеза. В растворах ГА, синтезированных за 8-16-24-36 часов, 
наблюдаются субмикро- и крупнокристаллические монодисперсные частицы. 
Отметим, что образцы ГА представляют собой весьма тонкий порошок средней 
крупности (39-110 мкм) (табл.2.6). 
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Видно, что с увеличением времени синтеза частицы ГА укрупняются от 
38 микрона до 110 микрон. Возможно, это объясняется агломерацией частиц 
минерала.

Таблица 2.6
Размер и распределение частиц ГА в растворах,  

полученных в отсутствии (а) и присутствии (б) хитозана в течение 8-36 ч.

Образцы 8 ч 16 ч 24 ч 36 ч

d, мкм

ГА 0,6 (11%)

38 (89%)

48 (100%) 50 (100%) 110 (100%)

ХЗ/ГА=70:30 0,56 (10%)

6,6 (8%)

56 (82%)

0,1 (3%)

0,72 (21%)

3 (4%)

54 (73%)

660 (9%)

0,1 (16%)

1 (34%)

40 (60%)

0,4 (17%)

26 (83%)

ХЗ/ГА=50:50 0,07 (4%)

0,34 (25%)

28 (71%)

0,07 (3%)

0,42 (30%)

50 (67%)

0,32 (15%)

28 (85%)

0,34 (19%)

30 (73%)

100 (8%)

ХЗ/ГА=20:80 0,14 (6%)

18 (94%)

0,02 (2%)

0,34 (17%)

26 (81%)

0,05 (2%)

0,4 (12%)

40 (86%)

0,37 (15%)

16 (85%)

При проведении синтеза в условиях «in situ» независимо от соотношений 
ХЗ/ГА, в системе формируются наноразмерные частицы от 20 нм до 720 нм, 
также интервал размера микрочастиц сужается в 2-3 раза. Следует отметить, 
что в присутствии ХЗ увеличивается дисперсность частиц. (рис.2.19).
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  Рис.2.19. Влияние продолжительности синтеза на размеры частиц  

гидроксиапатита в отсутствии (а) и присутствии хитозана (б, в, г)

В условиях «ex situ», т.е. в отсутствии ХЗ, с повышением продолжительности 
времени синтеза размер частиц увеличивается, возможно, это связано с агломера-
цией частиц ГА. В то же время, в условиях «in situ» присутствие хитозана приводит 
к формированию частиц в диапазоне вплоть до нм. Следует отметить, что в отли-
чие от «ex situ», в условиях «in situ» увеличение времени синтеза приводит к умень-
шению размера частиц, что является важным. Вероятно, это связано со стабилизи-
рующим эффектом макромолекул ХЗ, которые сначала участвуют в образовании 
комплекса с низкомолекулярными противоионами (-ОН, HPO2-

4 , PO3-
4 ), затем пре-

дотвращают агломерацию частиц при формировании кристаллов ГА при рН>7. 
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2.8. Спектроскопические исследования композитов  
хитозана с гидроксиапатитом

Спектрофотометрия является эффективным методом контроля за степе-
нью очистки веществ, идентификации и устанавлением структуры веществ 
и др. В связи с этим, нами проведены сравнительные УФ-спектроскопиче-
ские исследования ХЗ, ГА и композитов на их основе. 

В УФ-спектре ХЗ наблюдаются характерные полосы поглощения амино- 
и ацетамидных групп при длинах волн 240-285 нм, которые связаны n-π* 
элект ронными переходами азота и кислорода (рис. 2.20, 1 кривая). Из лите-
ратурных источников известно, что данные полосы поглощения ГА появля-
ются при λ

max
=230-240 нм, а полосы поглощения фосфата кальция наблюда-

ются при λ
max

=230-260 нм [177] и при λ
max

=275 нм [178-179].
Видно, что полосы поглощения, характеризующие композиты ХЗ/ГА 

отличаются интенсивностью. С изменением массового соотношения ХЗ/
ГА полосы поглощения отличаются разностью энергетических состояний, 
между которыми происходит переход. Исследования композитов хитозана 
с гидроксиапатитом кальция показывают, что в спектрах наблюдается нало-
жение сигналов, т.е. полосы поглощения аминогрупп ХЗ и функциональных 
групп ГА практически накладываются, и происходит гипсохромный сдвиг и 
смещение полос поглощений.

Рис. 2.20. УФ-спектры образцов ХЗ и композитов на их основе:  
1) ХЗ; 2) ХЗ/ГА=80:20; 3) ХЗ/ГА=50:50; 4) ХЗ/ГА=20:80 масс. %
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Смещение полос поглощения может быть связано, с взаимодействиями, 
происходящими под влиянием внутримолекулярных и межмолекулярных 
взаимодействий. Эти смещения осуществляются в результате изменения 
разности между энергиями основного и возбужденного состояний. Если при 
изменении энергии основного и возбужденного состояний разность между 
ними не меняется, то соответствующая полоса в спектре не смещается, хотя 
в молекуле при этом могут произойти существенные изменения в распреде-
лении электронной плотности. Это может быть связано с изменением поляр-
ности макромолекул за счет взаимодействия. При некоторых соотношениях 
происходит скачкообразное изменение, которое может быть связано со 
стехиометрическими соотношениями компонентов [9].

Согласно методу Остромысленского-Жоба наблюдали изменение 
оптической плотности растворов ХЗ/ГА различных соотношений (рис. 2.21). 

Рис. 2.21. Зависимость оптической плотности раствора  
композитов от соотношения ХЗ/ГА масс.%

 
Методом изомолярных соотношений выявлено, что при ХЗ/ГА=70:30 

масс.% композит проявляет относительно высокую оптическую плотность. 
Возможно, это связано с тем, что при ХЗ/ГА=70:30 масс.% ионогенные функ-
циональные группы ХЗ и ГА, такие как амино-, фосфат-ионы взаимокомпен-
сируются в стехиометрическом соотношении.
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Исследование взаимодействия хитозана разной  
ММ с гидроксиапатитом на основе УФ-спектров

Изучено изменение оптической плотности композитов ХЗ/ГА, получен-
ных в присутствии XЗ с MM - 290000, 200000, 89000, 26000 и СДA=80%. 
Обнаружено, что зависимость оптической плотности от содержания ГА, 
масс.% имеет нелинейный характер. В исследуемых интервалах ММ ХЗ, 
оптическая плотность повышается при ХЗ/ГА=70:30 масс.%, что подтверждает 
ранее полученные данные (рис. 2.22). 

Рис. 2.22. Зависимость оптической плотности раствора  
композитов различного состава от содержания ГА: ХЗ (СДА=80 %):  

1) ММ(ХЗ)=290000; 2)200000; 3)78000; 4)26000

Согласно изомолярным соотношениям Остромысленского-Жоба, можно 
сказать, что самая высокая оптическая плотность раствора указывает на то, 
что в этой точке XЗ и ГA максимально взаимодействуют. В этом случае рас-
твор становится мутным, и противоионы в ГА максимально взаимодейству-
ют с макрокатионом ХЗ. 

ИК-Фурье спектроскопические исследования композитов ХЗ/ГА
Структура композитов изучена ИК-Фурье спектроскопическим методом. 

В ИК-спектре ХЗ наблюдается широкая полоса в области волновых чисел 
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3368-3289 cм-1, которая относится к валентным колебаниям –ОН и –NH
2
-

групп, а также при 2921-2877cм-1 проявляются колебания –СН
2
 групп (рис. 

2.23) [175,180].

Рис. 2.23. ИК-Фурье спектры образца ХЗ Bombyx mori

В области 1653-1575 cм-1 наблюдаются деформационные колебания NH
2
-

групп, а в области 1423-1321 cм-1 -ОН, -СH-групп, при 1150-1070 cм-1 проявля-
ются валентные колебания эфирных связей – С-О-С-.

Структура полос в областях 1700-920 cм-1 для образцов ХЗ и ХЗ-ГА  
существенно различается. ИК-спектры всех полученных образцов ХЗ-ГА 
идентичны и характеризуются полосами поглощения при 1150-920 и 561-
602 см-1, относящимся к антисимметричным валентным и деформационным 
колебаниям связей P-O в фосфатной группе (PO3-

4 ) [40, 157] (рис.2.24).
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Рис. 2.24. ИК-Фурье спектры образцов 1) ХЗ. 2) ГA (CaCl
2
+KH

2
PO

4
;  

Ca/P=1,67) 3) ХЗ/ГА=10:90; 4) 30:70; 5) 40:60; 6) 60:40; 7) 70:30; 8) 90:10 масс.% 

Следует отметить, что в ИК-спектре образца ХЗ/ГА=70:30 масс.% появ-
ляются интенсивные полосы поглощения карбоната А-типа при 1425   см-1 и 
карбоната В-типа при 879,54 см-1. В спектрах образцов с разными соотноше-
ниями ХЗ/ГА полосы поглощения ОН- (ХЗ) и PO3-

4  (Са
3
(РО

4
)

2
 групп перекрыва-

ются при 1027 и 1120 см-1 (табл. 2.7) [9].
В отличие от ИК-спектра ХЗ/ГА=70:30 масс.% в спектре композита ХЗ/

ГА=10:90 масс.% появляется ярко выраженная полоса поглощения карбоната 
В-типа. Также отметим, что в спектрах образцов ХЗ/ГА=10:90 масс.% прояв-
ляются характерные полосы функциональных групп хитина и ХЗ в виде раз-
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мытого небольшого плеча. Вероятно, это связано с повышением содержания 
фосфатных ионов в образцах (рис. 2.24).

Таблица 2.7
Отнесение частот в ИК-спектрах ХЗ, ГА и ХЗ/ГА

ХЗ ГА ХЗ/ГА

Частота в 
см-1

Отнесение 
полос

Частота в см-1
Отнесение 

полос
Частота в см-1 и Отнесение 

полос

660 -OH 405 (PO
4
)3- 480  (PO

4
)3-

1150-1020 – С-О-С- 470 (PO
4
)3- 561-602 P-O,

1250 – С-О-С- 610, 570 (PO
4
)3- 879 (CO

3
)2-,

1420 -СH 630-650 -OH-…..O 950-970 (PO
4
)3-

1423 -ОН, 715-740 -P-O-P-
1018-1063, 1140-1050 – 

С-О-С- , (PO
4
)3-

1590-1550 амид-II 870 (CO
3
)2- 1150-920 P-O

1635-1620 амид-I 970 (PO
4
)3- 1409-1425 -ОН, -СH

1635-1575 NH
2

1050, 1100 (PO
4
)3- 1620-1630 амид-I

2921-2877 –СН
2

1540, 1458 А-тип КГА 3161- 3273 NH
2

3289 NH
2

1454, 1420 В-тип КГА 3350-3390 –ОН

3368 –ОН 3570 -OH-…..O

Проведены сравнительные ИК-спектроскопические исследования 
композитов ХЗ/ГА=70:30, полученных из ХЗ с СДА-80% и различной ММ 
(рис. 2.25). 
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Рис. 2.25. ИК-Фурье спектры образцов ХЗ/ГА=70:30 масс.%  

1) ГА; 2) ХЗ; 3) ХЗ ММ 26000; 4)78000; 5)200000; 6)290000

Известно, что ХЗ и его производные обладают способностью образовывать 
хелатные соединения с ионами металлов. Образованию хелатного соедине-
ния и связи между Са2+ и хитозаном может способствовать депротонирова-
ние аминогрупп хитозана. Однако учитывая низкую склонность ионов Са2+ к 

комплексообразованию с хитозаном, можно предполагать, что в выбранных 
условиях синтеза при рН>7 получены именно композитные материалы 
ХЗ - гидроксиапатит кальция.
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Рис.2.26. ИК-Фурье спектры образцов ХЗ/ГА=70:30 масс.%:  

1) СДА(ХЗ)=90%; 2) СДА(ХЗ)=80%; 3) СДА(ХЗ)=70%

Сравнительные ИК-спектры композитов XЗ/ГA, полученные на основе 
XЗ с различными СДА, показывают, что наблюдается перекрывание полос 
поглощений -СOС-эфирной связи ХЗ при 1026 см-1 и принадлежащие к (PO

4
)3- 

группы ГА, а именно –Р-О групп при 1027 см-1, 1026 см-1 и 1020 см-1 для ХЗ с 
СДA 90%, 80% и70%, соответственно (рис.2.26). При всех значениях СДА ХЗ, 
в композитах XЗ-ГA=70:30 масс.% наблюдались деформационно-колебатель-
ные связи группы -P-O (PO3-

4 ) в области поглощения 561-602 см-1, что свиде-
тельствует об их участии в электростатическом взаимодействии с ХЗ.

2.9. Рентгеноструктурный анализ композитов ХЗ/ГА

Степень кристалличности (СК) ХЗ, ГА и композитов на их основе опреде-
лена по формуле:

Cc=
(I–Ia )i–K
(Ic–Ia )i

по их дифрактограммам. 
По результатам расчетов выявлено, что СК образцов гидроксиапатита 

кальция, полученных в течение от 8 до 36 ч составляет 98-99% (рис. 2.27).

3

2

1
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Рис.2.27. Зависимость степени кристалличности ХЗ и его 
композитов от соотношения ХЗ/ГА масс.%, Са/Р=1,67 моль.%

Как видно из полученных результатов, СК хитозана составляет 40%, при 
введении в макромолекулу 10% ГА СК составляет 90%, а при дальнейшем 
добавлении ГА СК композитов увеличивается до 99% (рис. 2.27). 

Проведены сравнительные рентгеноструктурные исследования ХЗ и его 
композитов с ГА. Результаты РСА исследований макромолекул ХЗ показыва-
ют, что характерные пики появляются при 2Ө 10° и 20º (рис. 2.28).

При 2Ө 25°, 27°, 28°, 31,5°, 32°, 33°, 39° и 20º обнаружены интенсивные 
пики кристаллов апатита, что хорошо согласуются с литературными данными. 
Следует отметить, что при получении гидроксиапатита ХЗ наблюдается пол-
ное исчезновение пиков характерных для ХЗ. Также повышение содержания 
апатита в композитах приводит к появлению новых пиков, характерных для 
ГА в области: 2Ө 30-50º, где при 2Ө 31,5-34° и 37º возрастает интенсивность 
пиков. Так же с повышением количества апатита в полимере (10→90 масс.%) 
растворимость композитов уменьшается. Возможно, это связано с введени-
ем апатита кальция в макромолекулу ХЗ, что приводит к увеличению степе-
ни кристалличности композитов [9,175].
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Рис. 2.28. Дифрактограммы образцов: 1) ХЗ 2) ГА 3) ХЗ/ГА=80:20 4) ХЗ/ГА=50:50  

5) ХЗ/ГА=30:70 6) ХЗ/ГА=20:80 масс.%. Са/Р=1,67 моль.%

На основе дифрактограмм композитов ХЗ рассчитаны некоторые 
параметры кристаллитов ХЗ/ГА при различных соотношениях исходных 
компонентов (табл. 2.9.). 
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Таблица 2.9
Некоторые параметры кристаллитов наночастиц  

ХЗ/ГА=80:20, 50:50, 70:30, 20:80 масс. %

Образцы ХЗ/ГА=80:20 ХЗ/ГА=50:50 ХЗ/ГА=30:70 ХЗ/ГА=20:80

Индексы 
Мюллера 112 300 310 002 112 310 002 112 310 002 211 310

2θ, ° 32,4 33,5 38,0 25,8 32,2 40 26,1 32,3 39,9 25,8 32,1 39,8

d, nm 2,75 2,67 2,36 3,44 2,77 2,24 3,42 2,76 2,25 3,44 2,78 2,26

β, radian 0,007 0,007 0,007 0,011 0,028 0,017 0,014 0,028 0,025 0,011 0,024 0,017

D, nm 20 20,4 20,7 12,8 5,0 8,6 10 5,1 5,6 12,8 5,9 8,5

Dсред..nm 20,4 8,8 6,9 9

Расчеты показывают, что размеры кристаллитов в композитах составля-
ют от 6,9 до 20,4 нм. Также обнаружено, что с повышением содержания ХЗ в 
композите соответственно увеличивается размер кристаллов. В рентгенофа-
зовых кривых существуют все соответствующие пики ГА при 2θ=26,08°(002); 
31,88°(211); 32,98° (112); 33,5° (300); 39,88° (310) (рис. 2.28).

Следует отметить, что гидроксиапатит и синтетические апатиты, вклю-
чающие в свой состав различные карбонаты, образуют одинаковые кристал-
лические зоны в XRDА дифрактограммах, в которых с повышением количе-
ства карбонатов наблюдается расширение пиков кристаллических зон. Для 
карбоната гидроксиапатита (КГА) характерны пики при 2θ 25,8° (КГА (002)) 
и 31–34°. ИК-спектры и XRDА дифрактограммы синтезированных образцов 
композитов показывают наличие карбоната гидроксиапатита в составе ХЗ/
ГА Bombyx mori [9,175]. 

2.10. Влияние продолжительности процесса на морфологию  
композитов гидроксиапатита хитозана Bombyx mori

Повышение степени кристалличности образцов ГА в присутствии ХЗ 
показывает, что в условиях «in situ» формируются кристаллиты ГА. Изуче-
нием морфологии ХЗ/ГА установлено, что при продолжительности времени 
синтеза до 8 ч образуются частицы от 200 до 600 нм со средним размером 
430 нм (рис. 2.29).
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ХЗ/ГА=70:30 масс.% (8 ч)
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ХЗ/ГА=70:30 масс. % (16 ч)
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д

ХЗ/ГА=70:30 масс. % (24 ч)
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а

б с

д
ХЗ/ГА=70:30 масс. % (36 ч)

Рис. 2.29. Фазовые (а) и топографические (б) АСМ-снимки ХЗ/ГА=70:30 масс.%; 

гистограмма распределения (с) и шероховатость поверхности (д) при 8, 16, 24 и 36 ч
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Следует отметить, что при продолжительности синтеза 16 ч образуются 
частицы от 100 до 300 нм, где средний размер составляет 300 нм. Увеличе-
ние времени синтеза до 24 ч приводит к сужению размера частиц от 150 до 
350 нм, при среднем размере 273 нм. Также, при синтезе за 36 ч формиру-
ются частицы от 200 до 400 нм, средний размер которых составляет 300 нм. 
Анализ формирования НЧ в течение 8-36 ч показывает, что с повышением 
продолжительности времени кристаллизации ГА интервал размера частиц 
относительно сужается. Относительное увеличение размера, возможно, 
связано с их агломерацией. По шероховатостям поверхностей видно, что ак-
тивная поверхность образцов повышается в связи с уменьшением размера 
кристаллов.

СЭМ-исследования композитов ХЗ/ГА
СЭМ-исследования показывают, что морфология пленок композитов. 

полученных в одинаковых условиях, но высушенных в комнатной темпера-
туре и лиофильной сушке отличаются (рис. 2.30).

Рис. 2.30. Электронно-микроскопическое (СЭМ) изображение микроструктуры 
пористого ХЗ/ГА=80:20 масс.%. высушенного при 22ºС в аэробных условиях

Образцы, высушенные при комнатной температуре в аэробных условиях, 
имеют плотную поверхность, а частицы ГА распределены в матрице ХЗ. В 
образцах, высушенных в лиофильной сушке при -50ºС под вакууммом, по-
верхность представляет собой губчатую, пористую структуру, содержащую 
гранулы ГА (рис. 2.31). 
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а б

c д
Рис. 2.31. СЭМ изображение микроструктуры пористого ХЗ/ГА:  

а) ГА; б) ХЗ/ГА=20:80; c) ХЗ/ГА=50:50; д) ХЗ/ГА=80:20 масс.%

Согласно [181], рассчитаны размеры пор в композитах ХЗ/ГА=50:50 
масс.%: S=k 

* 
D

f
2(НОРМ.РАСП (D

f
 ; d; σ; 1)  ̶  НОРМ.РАСП(D

f  ̶
  

j
 ; d;σ; 1))/d3. Выяв-

лено, что ГА имеет плотную структуру, с введением макромолекул форми-
руются рыхлые структуры с размерами пор 10-15 мкм (рис. 2.32), которые 
представляют практический интерес для применения в травматологии, 
стоматологии и др.
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Рис. 2.32. Средний размер пор гранул композита XЗ/ГA-50:50 масс.% 

Следует отметить, что согласно литературным данным композиты, 
полученные при ХЗ/ГА=50:50 масс.% могут быть применены в имплантации 
костей [174, 175].

2.11. Термические характеристики композитов на основе хитозана 
Вombyx mori и гидроксиапатита

Показаны экспериментальные кривые дифференциального термическо-
го анализа (ДТА), термогравиметрии (ТГ) и термогравиметрии по производ-
ной (ТГП) исходных соединений – хитозана (рис. 2.33), гидроксиапатита (рис. 
2.34) и их композитов ХЗ/ГА (рис. 2.35 а, б, в, г) с различным содержанием 
ингредиентов. 

Рассмотрим термограммы хитозана. На кривой ТГП в интервале темпе-
ратур от комнатной до 100°С можно видеть первую стадию (температурная 
область I на рис. 2.33) потери массы с экстремальной точкой при температу-
ре 75°С на которую приходится максимальная скорость потери массы. Общие 
потери массы на первой стадии определяются из кривой ТГ и составляют 11 % 
от исходной. Потери массы на данной стадии можно отнести к десорбционным 
процессам, когда несвязанные молекулы воды и растворителей покидают 
поверхностные и близкие к поверхности слои образца. 
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Рис. 2.33. Термограммы хитозана: ДТА; ТГ; ТГП

Далее, по мере повышения температуры, на кривой ТГП обозначается 
вторая стадия потерь в интервале температур 100-340С (температурная об-
ласть II на рис. 2.33). Если в начале (ΔТ=100÷200°С) и в конце (ΔТ=290÷340°С) 
второй стадии наблюдаются относительно умеренные изменения термиче-
ских кривых (ДТА, ТГ, ТГП), то участок теплового сканирования в отрезке 
температур 200 до 290°С на всех трех термограммах характеризуется очень 
резкими изменениями. Кривая ДТА имеет наивысший угол подъема, что ука-
зывает на стремительную интенсификацию термоокислительных процессов 
в этом температурном диапазоне. Именно в этом диапазоне кривая ТГ имеет 
крутое снижение, показывающее наличие максимального уменьшения мас-
сы хитозана, и тут же на кривой ТГП это отражается появлением интенсив-
ного глубокого пика. Нижняя крайняя точка пика при 280°С кривая ТГП соот-
ветствует максимальной скорости потерь полисахарида. Вероятно, при этом 
происходит разрыв связей и окисление продуктов термолиза. Потери массы 
для второй стадии составляют 42%. 
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Дальнейшее повышение температуры в интервале 340÷630°С обозна-
чено на кривой ТГП третьей (высокотемпературной) стадией изменений 
массы. На этой стадии потери составляют 43%. Таким образом, по рис 2.33 
а) видно, что минимальные потери наблюдается на I стадии. Значительные 
потери массы хитозана приходятся на II стадию и сопровождаются резкими 
деструкционными процессами. На второй стадии разложения наблюдаются 
сложные экзотермические процессы, при которых происходит дегидрата-
ция сахаридных колец хитозана вместе с разложением ацетилированных и 
деацетилированных звеньев полимера [2]. Затем происходят остаточные не 
менее значительные потери массы на III стадии. В финальной стадии пиро-
лиза имеет место окончательное разложение остатков хитозана в интервале 
температур от 460 до 610°С

На кривой ТГП ГА (2.34) в интервале температур от комнатной до 150°С 
можно видеть первую стадию (температурная область I) потери массы с 
экстремальной точкой при температуре 100°С, на которую приходится мак-
симальная скорость потери массы на первой стадии. Потери массы на первой 
стадии определяются из кривой ТГ и составляют 3% от исходной.  

  

Рис. 2.34. Термограммы гидроксиапатит кальция: ДТА; ТГ; ТГП
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На кривой ТГП обозначается вторая стадия потерь в интервале температур 
150-280°С, потери массы определяются из кривой ТГ и составляют 9 % от 
исходной. На кривой ТГП также обозначается III стадия потерь в интервале 
температур 280-440°С, нижняя крайняя точка пика при 360 °С соответствует 
максимальной скорости потерь TГ, потери массы определяются из кривой ТГ 
и составляют 12 % от исходной. 

Также были исследованы образцы композитов на основе хитозана и 
гидроксиапатита (рис. 2.35, а-г). Сравнение термограмм исходных соединений 
и композитов показало заметные отличия термического поведения компози-
тов. Эти отличия указывают на взаимодействие хитозана с ГА. 

а
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г

Рис. 2.35. Термограммы композитов ХЗ/ГА: ДТА; ТГ; ТГП.  

а) ХЗ/ГА=80:20; б) ХЗ/ГА=70:30; в) ХЗ/ГА=50:50; г) ХЗ/ГА=20:80 масс.%

Сравнительно изучены термические свойства и потери массы компо-
зитов XЗ/ГA с различным содержанием ингредиентов. Обнаружено, что и в 
случаях с композитами потери массы происходят в следующие три после-
довательные стадии. Для образцов композитов определены характеристики 
термического разложения по стадиям и показаны на рис. 2.35 и табл. 2.10. 
Таким образом, наибольшие убыли массы приходятся на II стадию, когда на 
табл. 2.10 приведены количественные изменения величины потери массы по 
каждой стадии в зависимости от содержания ГА в композитах.
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Таблица 2.10 
Данные анализа параметров стадий термической  

деструкции исследованных образцов

№
Наименование 

образца

Температурный 
интервал (по 
стадиям), °С

Величина 
потери 

массы, %

Температура 
максимальной 

скорости потери 
массы, °С

1 ХЗ
20-100

100-340
340-630

11
42
43

75
280
500

2 ХЗ/ГА=80:20 масс.%
20-110

110-330
330-520

10
35
23

70
250
425

3
ХЗ/ГА=70:30

20-110
110-320
320-490

8
34
20

65
225
380

4
ХЗ/ГА=50:50

20-110
110-330
330-500

7
27
10

80
245
410

5
ХЗ/ГА=20:80

20-110
110-320
320-690

3
17
8

90
260
660

6 ГА

20-150
150-280
280-440
400-730

3
9
12
7

100
220
360
680

Значения потери массы на разных стадиях значительно отличаются: на 
I стадии составляют от 3 до 11 %; на II стадии от 17 до 47 % и на III стадии от 
8 до 25%. Увеличение содержания ГА в композите приводит к монотонному 
уменьшению значений потеры массы образцов на каждой из температурных 
стадий, а также к уменьшению суммарной потери массы композитов в целом. 

Влияние молекулярной массы хитозана Bombyx mori на термические 
характеристики композитов гидроксиапатита хитозана

С целью изучения влияния ММ ХЗ на термические свойства композитов 
синтезированы образцы ХЗ/ГА 70:30 и 50:50 масс.% при ММ ХЗ ММ=290000 
и 26000 соответственно. Термограммы приведены на рис 2.36 – а, б, в, г.
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б
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в

г

Рис. 2.36. Кривые термического анализа композитов в зависимости от ММ ХЗ  

приведены в табл. 2.12. а) ХЗ/ГА=70:30 (ММ290000); б) ХЗ /ГА=70:30 (ММ 26000); 

в) ХЗ/ГА=50:50 (ММ 290000); г) ХЗ/ГА=50:50 масс.% (ММ-26000)
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Первая – в интервале температур от 20 до 110÷120оС, связанная с уда-
лением веществ (от 8 до 17% от исходной массы образца), поглощенных об-
разцами в процессе адсорбции. Вторая – в области температур от 110÷120 
до 320÷340оС. связана с разрушениями при окислительных реакциях, при-
водящим к потерям массы от 19 до 31%. Третья – в промежутке температур 
от 320÷340 до 500÷520оС, обусловленная потерями (8÷17%). связанными с 
процессами горения. Результата обработки термограмм композитов с раз-
личними ММ приведены в табл.2.11.

Таблица 2.11
Данные анализа параметров стадий термической  

деструкции исследованных образцов, масс. соот. (%)

№ Наименование образца Температурный 
интервал (по 
стадиям). °С

Величина 
потери 

массы. %

Температура 
максимальной 

скорости потери 
массы. °С

1 ХЗ/ГА=70:30
(ММ 290000)

20-110
110-340
340-520

9
21
8

80
270
450

2 ХЗ/ГА=70:30
(ММ 26000)

20-120
120-350
350-520

10
31
17

80
255
490

3 ХЗ/ГА=50:50
(ММ 290000)

20-110
110-320
320-500

17
32
13

70
240
420

4 ХЗ/ГА=50:50
(ММ 26000)

20-110
110-320
320-500

8
19
9

75
250
480

Путем сопоставления результатов термогравиметрического анализа 
образцов композитов ХЗ/ГА, отличающихся значениями молекулярной мас-
сы полисахарида (табл. 2.11), было выявлено, что композит на основе ХЗ с 
ММ 26000 обладает сравнительно более высокой термической стойкостью, 
чем композит с ММ 290000. Особенно это заметно на первой стадии тепло-
вого воздействия (интервал температур от комнатной до 110÷120 оС), когда 
наблюдаются десорбционные процессы. Вероятно, в случае использования 
более высокомолекулярной составляющей композита, последняя, будучи 
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более громоздкой препятствует процессу формирования относительно плот-
ной структуры.

Таким образом, процессы термического разложения всех исследован-
ных образцов происходят в три стадии. Наибольшие значения потери массы 
и для ХЗ, и для композитов наблюдаются на второй стадии термического 
разложения. Имеющиеся заметные отличия термограмм указывают на су-
ществование взаимодействия хитозановой матрицы с неорганической ком-
понентой. Увеличение содержания ГА в композитах приводит к повышению 
их термической стабильности. 

 
2.12. Теоретический аспект взаимодействия хитозана  

с гидроксиапатитом

По механизму взаимодействия хитозана с гидроксиапатитом существу-
ют различные предположения. Исходя из этого, нами исследован теорети-
ческий аспект взаимодействия ХЗ с гидроксиапатитом при формировании 
композита в условиях «in situ». 

Авторами установлено, что ионы кальция взаимодействуют посред-
ством аминогрупп ХЗ, образуя координационную связь [88, 108]. Однако в 
работе [70] показано, что при взаимодействии ионов кальция с электронодо-
норными функциональными группами ХЗ происходит их адсорбция в макро-
молекулу. Механизм адсорбции ионов металлов хитозаном зависит от ряда 
факторов таких, как рН раствора, молекулярно-массовые характеристики 
ХЗ, молекулярная масса (ММ) и степень деацетилирования (СДА), размер ча-
стиц, пористость и др. [6, 106].

На наш взгляд, в растворах ХЗ и ГА, наличие ионов кальция, фосфатных, 
гидро- и дигидрофосфатных ионов, а также аминогрупп -NH

3
+ способствует 

формированию электростатических связей между поликатионом и низкомо-
лекулярными противоионами. В свою очередь, наличие -ОН групп в струк-
туре ХЗ и ГА приводит к образованию Н-Н связей. Эти рассуждения хорошо 
согласуются с литературными данными [6, 9, 175].

Результаты исследований показывают, что взаимодействие ХЗ с гидрок-
сиапатитом происходит при рН<7. Известно, что ХЗ в разбавленных раство-
рах органических и минеральных кислот находится в солевой форме, что 
затрудняет взаимодействие аминогрупп с катионами металлов [181-184].
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В выбранных условиях получения композитов ХЗ с Са2+ рН реакционной 
системы во всех случаях составляет рН<7, что исключает предположение о 
взаимодействии Са2+ с -NH

3
+. Результаты кондуктометрических титрований, 

а также УФ- и ИК-спектроскопических исследований показывают, что вза-
имодействие макромолекул хитозана с молекулой гидроксиапатита проис-
ходит за счет электростатических и водородных связей функциональных 
групп ХЗ и ГА.

Механизм межфазного взаимодействия полимеров с минералами на 
атомистическом уровне ранее устанавливался с помощью молекулярного 
моделирования [185, 186]. Результаты данных исследований предоставля-
ют полезную информацию для понимания межфазного механизма взаимо-
действия полимера и минерала на атомистическом уровне. Полуэмпириче-
ские квантово-химические методы продолжают оставаться актуальными во 
многих областях исследований. Мы применяли этот метод в исследованиях 
для получения структурных, электронных и спектроскопических данных о 
многих системах, в том числе полимерных системах на основе хитозана и 
его производных [187-190]. В последних работах мы предложили новую кон-
цепцию зависимости электронной структуры с реакционной способностью 
полимеров с различными функциональными группами. В последнее время 
использование систем на основе хитозана и гидроксиапатита имеет большое 
значение в биологии и медицине. Полученный композит представляет собой 
очень перспективный инструмент в качестве замены костной системы. 

Для понимания природы взаимодействия хитозана с гидроксиапатитом 
использованы полуэмпирические методы. Модельная структура гидроксиа-
патита была предложена в виде трех структур для исследования взаимодей-
ствия с активными центрами хитозана. Соответственно, это исследование 
проводится с целью моделирования взаимодействия хитозана с гидрокси-
апатитом. 

Взаимодействие между хитозаном и гидроксиапатитом изучали с по-
мощью полуэмпирического метода PM3. Полные дипольные моменты. 
ВЗМО (высшая занятая молекулярная орбиталь) и НСМО (низшая свобод-
ной молекулярная орбиталь) энергии, термодинамические параметры, а 
также распределение электронов были выполнены на этом уровне теории. 
Квантово-механические расчеты проводились с использованием программ 
Chen3DPro 12.0 и Hyperchem 8.0.
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Для сборки модельных систем при исследовании взаимодействия хито-
зана и гидроксиапатита (Ca

10
(PO

4
)
6
(OH)

2
) мы использовали структурные ком-

поненты: -OH, -NH и =O. Предлагаем три отдельные модельные структуры, 
представляющие гидроксиапатит. Изучили 8 моделей (рис.2.37). согласно 
результатам моделирования мы предложили одну схему взаимодействия в 
системе ХЗ/ГА (рис. 2.37-2.38). Для моделирования взаимодействия структур-
ных компонентов гидроксиаппатита (-OH, Ca2+ и PO

4
3-) со структурой хитозана 

использовали три мономерных единицы. Из изученных схем выбрали наибо-
лее вероятные структуры, согласно рассчитанным энергиям взаимодействия. 
Соответственно выбраны структуры с меньшим численным значением энер-
гии запрещенной зоны (разница ВЗМО-НСМО) и высоким дипольным моментом. 

Для НСМО наблюдается следующая закономерность: чем ниже значе-
ние Е НСМО, тем более сильным акцептором является данная молекула. Т.е. 
более положительная энергия НСМО соответствует росту нуклеофильных 
свойств молекулы, более отрицательная - электрофильным свойствам, что 
соответствует всем модельным структурам взаимодействия ХЗ/ГА. Сближе-
ние по энергии граничащих орбиталей говорит о возрастании реакционной 
способности молекулы в целом [191].

Оптимизированная структура ХЗ/ГА показана на рис. 2.38, где Ca2+ 
связан с двумя мономерными единицами через атом азота (-NH

2
), а также 

атомами кислорода мономера 1 и кислорода между двумя мономерными 
звеньями. Анион PO3-

4  взаимодействует с третьим мономерным звеном через 
кислород, связываясь с атомом водорода группы -NH

2
 хитозана [192]. 

Перенос электрона невозможен без отражения процесса ионизации в 
результате различных взаимодействий ХЗ/ГА. Стоит упомянуть, что частич-
ный заряд создается из-за асимметричного распределения электронов по 
химическим связям. Образующиеся частичные заряды находятся только в 
зоне внутри распределения, а не в совокупности в целом. Показано, что ато-
мы гидроксиапатита взаимодействуют с хитозаном посредством водородной 
связи через активные центры, которые различаются своей электроотрица-
тельностью. Электроны частично отводятся без передачи. Это оставляет об-
ласть вокруг взаимодействующего атома с изменением частичного заряда. В 
свою очередь, это изменяет поляризацию и приводит к изменению полного 
дипольного момента. Реакционная способность данной структуры увеличи-
вается в результате увеличения его дипольного момента.
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Реакционная способность данной структуры увеличивается как в ре-
зультате увеличения его дипольного момента. Рассчитанный дипольный 
момент показал, что система ХЗ/ГА реакционноспособна. Сравнение рассчи-
танных данных для системы ХЗ/ГА с модельной структурой хитозана, пока-
зало, что структура ХЗ/ГА термодинамически стабильна с меньшей шири-
ной запрещенной зоны (-7,656 эВ) по сравнению с хитозаном (-11,38 эВ). С 
термодинамической точки зрения система ХЗ/ГА имеет гораздо более узкую 
запрещенную зону, поэтому она может легко вступать в реакции как элек-
трофильного, так и нуклеофильного характера, и впоследствии взаимодей-
ствовать с биологическими объектами. 

а б

в
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е
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ё

ж

Рис. 2.37. Расчет типов взаимодействия в системе ХЗ/ГА  

полуэмпирическим методом PM3

В результате компьютерного моделирования были рассчитаны элек-
тронные и структурные характеристики моделей и предложена модель вза-
имодействия ХЗ/ГА, молекулярный размер системы ХЗ/ГА составляет около 
1,4 нм. Результаты расчетов показали, что система ХЗ/ГА не ионизируется и 
внутри системы не происходит перенос заряда. Численное значение шири-
ны запрещенной зоны меньше и выше по полному дипольному моменту по 
сравнению с хитозаном, что говорит о большей реакционной способности и 
возможности использования данной системы в качестве биологически ак-
тивного соединения.
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Рис. 2.38. Оптимизированная структура ХЗ/ГА

ВЗМО -7,604 эВ НСМО 0,052 эВ

Рис. 2.39. Графическое представление НСМО и ВЗМО системы ХЗ/ГА
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Таблица 2.12
Рассчитанные значения изменения геометрических характеристик  

(длина связей) и заряда системы ХЗ/ГА

Длина связи (Å) Заряд системы ХЗ/ГА

N–Ca 2,44 0,142

O–Ca 2,38 -0,112

O гликозид. связь – Ca 2,41 -0,184

H–O (M3) 1,073 0,41

Расчет QSAR свойств
QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) измеряет связь между 

физико-химическими свойствами исследуемых молекул и их биологиче-
ской активностью. В табл. 2.13 показаны некоторые из выбранных свойств 
QSAR. Исследовали структуры, рассчитанные полуэмпирическим методом 
РМ3. Результаты QSAR показывают заряд всей молекулы или системы, а не 
выбранного атома. В нашем случае результаты показывают, что все схемы 
взаимодействия не содержат нулевой частичный заряд, который указывает 
на отсутствие возмущения в основном состоянии. Эти данные подтвержда-
ют ранее сделанные выводы [191-192] об отсутствии ионизации в результате 
взаимодействия.

Таким образом, предложенные структуры подходят в качестве биома-
териалов и многих других биомедицинских приложений. Нативная костная 
ткань является природной органоминеральной композицией, состоящей из 
наноразмерных стержневидных кристаллов ГА и биополимера коллагена. 
Для создания биосовместимых органоминеральных композиций в качестве 
органической компоненты композитов, помимо коллагена, используют при-
родные: хитозан, целлюлозу, желатин и синтетические полимеры (напри-
мер, полиэтилен).

Полисахариды в качестве органической компоненты биосовместимых 
органоминеральных композиций представляют особый интерес. В этой свя-
зи проведен расчет взаимодействия структурной части состоящей из трех 
звеньев целлюлозы (Цел) с ГА. Результаты представлены на рис 2.40 и табл. 2.13. 

По сравнению с хитозаном и Цел/ГА система ХЗ/ГA имеет большую пло-
щадь поверхности - объем увеличен за счет количества атомов в системе в 
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соответствии с координатами взаимодействия. Это также может относиться 
к объемным химическим группам (Ca2+ и PO3-

4 ), которые занимают большую 
поверхность и объем.  

Поляризуемость - это относительная тенденция распределения заряда. 
подобно электронному облаку поляризуемости атома или молекулы, чтобы 
быть искаженным от своей нормальной формы внешним электрическим по-
лем, что может быть вызвано присутствием соседнего иона или диполя.

Расчетная поляризуемость исследуемых систем также представлена в 
табл. 2.13. Заметное увеличение поляризуемости соответствующие ХЗ/ГА 
считается 47,2 Å3. Это указывает на его более высокое притяжение из-за бо-
лее высокой поляризуемости и, следовательно, более высокого дипольного 
момента. Это свойство является преимуществом ХЗ/ГА вследствие присут-
ствия аминогруппы.

Энергия гидратации определяется как количество высвобождающейся 
энергии, когда моль иона растворяется в большом количестве воды, образуя 
бесконечно разбавленный раствор. Расчетная энергия гидратации хитозана 
составляет -33,2 (Ккал / моль), что имеет более низкую энергии гидратации, 
чем для другой системы. Коэффициент распределения в системе октанол 
— вода (P) широко используется в химии, медицине, фармакологии, токси-
кологии и экологии для описания транспорта вещества через биологические 
мембраны, растворимости, токсичности, абсорбции и т.п. По этой причине 
расчетам logP посвящены работы многих авторов, занимающихся вопроса-
ми структура — свойство. Большая часть методов основана на линей- Log P 
- самый важный параметр дескрипторов QSAR (биологической активности). 
Значение log P для соединения – это логарифм коэффициента распределе-
ния (P). Экспериментально значение коэффициента липофильности опре-
деляется при помощи стандартной системы 1-октанол-вода. Логарифм ко-
эффициента распределения незаряженных форм субстрата и есть искомая 
величина, стандартно обозначаемая как logP [191].

logP 
oct/wat 

= log ([solute]
octanol 

/ [solute]
water

)

Высокое значение log P указывает на то, что молекула гидрофобна, в 
то время как низкое значение log P указывает на то, что молекула гидро-
фильна. Как показано в табл. 2.13 хитозан более гидрофилен, это может 
быть связано со степенью гидрофобного замещения, т.е. распределением 
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гидрофобных групп по длине макромолекулярного скелета. По предложен-
ной схеме взаимодействия Ca2+ как свободного иона и PO

4
3- с тремя звень-

ями хитозана показано уменьшение расчетного значения гидрофильности 
этой структуры (-2,75). С увеличением взаимодействия Ca2+ и/или PO

4
3- с 

хитозаном гидрофильность структуры уменьшилась вследствие того, что 
взаимодействие осуществляется через аминогруппы хитозана. Уменьшение 
гидрофильности хитозана с увеличением содержания гидроксиапатита  
обусловлено восстановлением полярных гидроксильных групп и аминогрупп в  
композите ХЗ/ГА. 

Таблица 2.13
Значения расчетной площади поверхности (Å2), объема (Å3), энергии 

гидратации (ккал / моль), log P, поляризуемости (Å3) хитозана,  
ХЗ/ГА, Цел/ГА, которые рассчитаны полуэмпирическим методом PM3

Структура
Площадь 

поверхности
Объем

Энергия 
гидратации

Log p Поляризуемость

Хитозан 535,9 889,3 -33,2 -3,6 28,5

ХЗ/ГA 679,8 1303,8 -25,6 -2,75 47,2

Цел/ГА 669,9 1265,45 4,85 -1,71 45,06

Однако гидрофильность для системы целлюлоза (Цел)/ГА ниже, что го-
ворит о том, что система ХЗ/ГА более устойчива. На рис. 2.40 представлены 
НСМО и ВЗМО системы Ц/ГА. Сравнение рассчитанных данных для систем 
Цел/ГА и ХЗ/ГА показало, что структура ХЗ/ГА термодинамически стабильна 
с меньшей шириной запрещенной зоны (-7,656 эВ) по сравнению с Цел/ГА 
(-8,1124 эВ). С точки зрения электронной структуры данных систем композит 
ХЗ/ГА имеет гораздо более узкую запрещенную зону, поэтому он может лег-
ко вступать в реакции как электрофильного, так и нуклеофильного харак-
тера, и впоследствии взаимодействовать с биологическими объектами. Как 
видно на рис. 2.40 ВЗМО орбитали распределены на пиранозных кольцах 
Целлюлозы, а НСМО как и для системы ХЗ/ГА, одинаково, т.е. наблюдается 
взаимодействие водорода аминогруппы с анионом PO3-

4 .
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ВЗМО -7,6165 эВ

НСМО 0,4959 эВ

Рис.2.40. Графическое представление НСМО и ВЗМО системы Цел/ГА
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Создание органоминеральных композиций на основе полисахаридов, 
повышая растворимость ГА, в значительной степени увеличивают эффек-
тивность композита. ХЗ в данном случае улучшает характеристики компо-
зита, способствует уменьшению вероятности миграции ГА в окружающие 
ткани за счет более стабильной связи наночастиц ГА с макромолекулами ХЗ, 
нежели целлюлозы. Как показано в расчетах электронной структуры, зна-
чений площади поверхности, объема и поляризуемости высокая прочность 
композитов ХЗ/ГА, сопоставимая с Цел/ГА, позволяет предположить широкие 
возможности использования in vivo в качестве биорастворимых имплантатов 
с высокой степенью биоактивности и остеокондуктивности.

Схема 2.1. Предварительная схема формирования  

композитов ХЗ/ГА в условиях «in situ» [6] 
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На основе экспериментальных и теоретических методов исследований 
предложена предварительная схема взаимодействия макромолекул хитоза-
на с гидроксиапатитом кальция. Формирование композита условно раздели-
ли на следующие этапы (схема 2.1):

1. Растворение ХЗ при рН<7/протонирование хитозана. 
2. Образование суспензии ХЗ/ГА.
3. Образование промежуточных комплексов с помощью электростати-

ческих взаимодействий компонентов при интенсивном перемешивании.
4. Рост кристалла ГА в условиях «in situ». 
5. Нейтрализация раствора и выделение целевого продукта.
Данный способ позволяет получать композиты ХЗ/ГА с регулируемым 

составом и морфологией.

Заключение к главе 2

Синтез композитов с заданными свойствами, разработка инструментов 
регулирования их состава и структур представляют фундаментально-
прикладной интерес. Нами синтезирован и идентифицирован сте хиомет-
рический гексагональный гидроксиапатит кальция Са/Р-1,67 моль.%. 
Разработан новый экспресс - способ синтеза ГА в условиях «in situ» и «ex 
situ»

,
 и обнаружено, что в присутствии макромолекул ХЗ формируются 

наночастицы от 20 до 720 нм.
Известно, что частицы стехиометрического гексагонального ГА 

формируются в течение 24-48 часов. Эмиссионным элементным анализом, 
рентгенографическим, микроскопическими, спектральными методами 
уста новлено, что при интенсивном перемешивании со скоростью 1400 об/
мин, практически во всех образцах ХЗ/ГА, полученных в течение 8-16-24-
36 часов, в системе формируется стехиометрический ГА, т.е. соотношение 
Са/Р составляет 1,67 моль.% как в условиях «ex situ», так и в условиях  
«in situ».  

Результаты кондуктометрических титрований, а также УФ- и ИК-
спектроскопических исследований показывают, что в промежуточной стадии, 
взаимодействие макромолекул хитозана с молекулой гидроксиапатита 
проис ходит за счет электростатических и водород-водородных связей 
их функциональных групп. В результате компьютерного моделирования 



были рассчитаны электронные и структурные характеристики моделей и 
предложен предварительный механизм взаимодействия ХЗ и ГА.

Таким образом, разработан новый способ получения композитов 
хитозана/гидроксиапатита с регулируемым составом, морфологией, сте-
пенью кристалличности.
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3.1. Исследование острой токсичности композита ХЗ/ГА1

Острая токсичность композитов ХЗ/ГА изучена в Научном центре стан-
дартизации лекарственных средств на 20 белых мышах смешанного пола и 
весом 20±1 г. Гидроксиапатит хитозана растворили в 2% уксусной кислоте до 
гелеобразного состояния и вводили мышам однократно внутрижелудочно в 
дозах 1000 мг/кг, 2000 мг/кг, 4000 мг/кг, и 5000 мг/кг [193]. Животные на-
ходились под непрерывным наблюдением в течение первого часа, далее под 
ежечасным наблюдением в течение первого дня эксперимента и один раз в 
сутки в последующие 13 дней эксперимента. В качестве показателей функ-
ционального состояния животных учитывалось общее состояние мышей и 
их поведение, интенсивность и характер двигательной активности, наличие 
судорог, координация движений, реакция на внешние раздражители и тонус 
скелетных мышц, аппетит, масса тела, количество и консистенция фекаль-
ных масс. В ходе эксперимента осуществляли контроль за клиническим со-
стоянием животных: наличие/отсутствие признаков отравления, время их 
появления, гибель мышей. Все подопытные животные находились в стан-
дартных условиях содержания, на общем рационе питания со свободным 
доступом к воде и пище [193]. После завершения эксперимента определяли 
средне-смертельные дозы (LD

50
).

Исследования показывают, что после однократного внутрижелудочного 
введения ХЗ/ГА=50:50 масс. % в дозах 1000 мг/кг, 2000 мг/кг, 4000 мг/кг, и 
5000 мг/кг общее состояние мышей остались стабильным и в их поведении 
не наблюдалось видимых изменений. Координация движений и тонус ске-
летных мышц были в норме, судороги не отмечались, реакция на тактиль-
ные, болевые, звуковые и световые раздражители – выраженные, состояние 
волосяного и кожного покрова - без изменений, цвет слизистых оболочек 
и размер зрачка были фактически без отклонений, аппетит - выраженный, 
потребление воды не увеличилось, масса тела без изменений, количество 
и консистенция фекальных масс фиксированы в норме. Гибель мышей в те-

1 Эксперименты проведены в организации «Dori vositalarini standartlash ilmiy markazi»

БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ СВОЙСТВА  

ХИТОЗАН/ГИДРОКСИАПАТИТА
Г Л А В А  3
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чение 14 суток не наблюдалась. LD
50

 препарата гидроксиапатита хитозана 
составила более 5000 мг/кг (табл. 3.1).

Таблица 3.1
Определение острой токсичности гидроксиапатита хитозана 

№ мышей Гидроксиапатит хитозана Bombyx mori

масса,
г

Доза способ
введения

летальный исход
мг/кг

1
2
3
4
5
6

21
19
20
21
19
20

1000

внутри-
желудочный

Нет
Нет
Нет
Нет
Нет
Нет

1
2
3
4
5
6

20
21
19
21
21
20

2000

Нет
Нет
Нет
Нет
Нет
Нет

1
2
3
4
5
6

20
20
21
19
20
20

4000

Нет
Нет
Нет
Нет
Нет
Нет

1
2
3
4
5
6

20
20
19
20
19
19

5000

Нет
Нет
Нет
Нет
Нет
Нет

LD
50

>5000 мг/кг

Полученные данные показывают, что LD
50

 ХЗ/ГА=50:50 масс. % состав-
ляет более 5000 мг/кг и относится к практически нетоксичным препаратам. 
Благодаря морфологической характеристике и анализу МТТ хитозан не по-
казал токсичности по отношению к клеткам остеобластов плода человека 
(hFOB). Также было показано, что хитозан снижает жизнеспособность осте-
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осаркомы человека на 96% по сравнению с контрольными образцами [194]. 
Это предполагает наличие проапоптотического механизма против остеосар-
комы, а также потенциальное клиническое применение хитозана в качестве 
лекарственного средства в керамических каркасах на участках резекции 
опухоли. Результаты МТТ для остеобластов (hFOB) и остеосаркомы (MG-63) 
на 3-й и 6-й дни. Присутствие хитозана не показало токсического воздей-
ствия на жизнеспособность клеток остеобластов на 3-й и 6-й день по срав-
нению с образцами чистой ГА. Присутствие хитозана показало значительное 
снижение жизнеспособности клеток остеосаркомы на 6-й день по сравнению 
с контрольными образцами.

Хотя токсичность/биосовместимость наночастиц гидроксиапатита (НЧ 
ГА), перспективного нанобиоматериала, широко изучается, их воздействие 
на репродуктивную систему после воздействия используется меньше [195]. 
В настоящем исследовании крысы-самцы подвергались воздействию НЧ 
ГА (300 мг/кг массы тела) для определения их возможной репродуктивной 
токсичности. Кроме того, изучалось защитное действие наночастиц хитоза-
на (НЧ ХЗ, 280 мг/кг массы тела) и/или куркумина (НЧ Cur, 15 мг/кг массы 
тела) против репродуктивной токсичности, вызванной НЧ ГА. Животным 
ежедневно вводили через зонд соответствующие дозы в течение 45 после-
довательных дней. Полученные результаты показали, что НЧ ГА вызывают 
значительное снижение количества сперматозоидов, подвижности сперма-
тозоидов, гормона тестостерона, стероидогенных ферментов (17-кетосте-
роидредуктаза и 17-β-гидроксистероиддегидрогеназа) и антиоксидантных 
ферментов (глутатионпероксидаза, глутатион-S-трансфераза, каталаза и 
супероксиддисмутазы) в дополнение к общей антиоксидантной способно-
сти и восстановленному глутатиону. ЛГ и ФСГ, аномальные сперматозоиды, 
параметры окислительного стресса (вещества, реагирующие с тиобарбиту-
ровой кислотой, оксид азота (NO) и δ-гидроксидезоксигуанозин, р53, TNFα 
и интерлейкин-6 были значительно выше. повысился. Повреждение ДНК 
также анализировали путем анализа уровня 8-OHdG, который рассматрива-
ется как показатель генотоксичности, а также подавления экспрессии гена 
mtTFA, индукции UCP2. Точно так же гистопатологическая оценка также из-
менилась после воздействия НЧ ГА. Антиоксидантная активность НЧ ХЗ и 
Cur продемонстрировала смягчающий эффект против ухудшения репродук-
тивной функции, вызванного НЧ ГА, посредством улучшения характеристик 
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половых гормонов, воспалительных факторов и антиоксидантного статуса. 
Настоящее исследование пришло к выводу, что НЧ ГА индуцируют репро-
дуктивную токсичность, и важно использовать наноантиоксиданты НЧ ХЗ и 
Cur в качестве защитных агентов.

Гидроксиапатит (ГА) показал высокую биосовместимость и нетоксич-
ность при сохранении отличных остеоинтеграционных и остеокондуктивных 
характеристик [196].

3.2. Изучение влияния соединения гидроксиапатита хитозана  
Bombyx mori на экспериментальный остеопороз  

в эксперименте на белых крысах

В настоящее время нетоксичные препараты, полученные на основе 
хитозана и его производных, широко применяются в медицине и ветеринар-
ной медицине [197]. 

Гидроксиапатит химически связан с неорганическим компонентом кост-
ного матрикса как сложная структура - Ca

10
(OH)

2
(PO

4
)

6
. Преимуществами на-

нокристаллов гидроксиапатита являются остеокондуктивность, биорезорб-
ция и контакт на близком расстоянии. Кристалл остеопоротической кости 
представляет собой гидроксид фосфата кальция с химической формулой 
Ca

10
(OH)

2
(PO

4
)

6
. Кристалл нормальной кости представляет собой гидрат ги-

дрокарбоната натрия-кальция с химической формулой Ca
8
H

2
(PO

4
)

6
*H

2
O–

NaHCO
3
–H

2
O. Основные элементы кристаллов гидроксиапатита, состоящие 

из атомарных минералов в определенном геометрическом порядке, и их 
связь с биологической активностью костных клеток открыли возможности 
для применения кристаллов гидроксиапатита в качестве добавки при осте-
опорозе [198].

Остеопороз на сегодняшний день является наиболее частым метаболи-
ческим заболеванием, поражающим кости [199]. Одним из инновационных 
подходов к усилению терапии остеопороза и предотвращению потенциаль-
ных побочных эффектов является разработка технологий доставки лекар-
ственных препаратов, нацеленных на кость. Он минимизирует системную 
токсичность, а также улучшает фармакокинетический профиль и терапев-
тическую эффективность химических препаратов. Ранние исследования 
показали, что наноразмерный ГА способствует биологической активности 
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остеобластов, усиливая регенерацию кости [200-201]. В связи с этим сам 
наноноситель способствует росту костной ткани и увеличивает отложение 
костной массы. 

Костные кристаллы чрезвычайно малы, со средней длиной 50 нм (в диа-
пазоне 20–150 нм), средней шириной 25 нм (в диапазоне 10–80 нм) и толщи-
ной всего 2–5 нм. Апатитовая фаза содержит 4–8% карбоната по массе, назы-
ваемого далитом. Минеральный состав будет меняться с возрастом и всегда 
зависит от дефицита кальция, когда ионы карбоната и фосфата находятся в 
кристаллической решетке [202]. Формула Ca

8.3
(PO

4
)
4.3

(CO)
3x(HPO

4
)y(OH)

0.3
 отража-

ет средний состав кости, где у уменьшается, а х увеличивается с возрастом, 
тогда как сложение х+у будет постоянным и равным 1,7. Рост минеральных 
кристаллов происходит при определенной ориентации, при которой ось с 
кристалла приблизительно параллельна оси длины коллагенового волокна, 
где происходит отложение кристалла [203].

Одним из преимуществ нанокомпозита является его способность со-
бираться с другими молекулами. Эти свойства повысят качество лечения 
остеопороза, хотя и требуют дальнейшего изучения. Через 12 недель после 
операции в группе нано ГА/ХЗ наблюдалось полное заживление дефекта сег-
ментарной кости, в то время как в группе хитозана дефект все еще оставался 
видимым, хотя глубина дефекта уменьшилась. Эти наблюдения позволяют 
предположить, что инъекционные каркасы нано-ГА/ХЗ являются потенци-
альными материалами-кандидатами для регенерации костной ткани [206]. 

Проведены исследования по изучению остеорегенеративной способно-
сти каркасов из коллагена/ХЗ/ГА у крыс с дефицитом гормонов, вызванным 
экспериментальной двусторонней овариэктомией. Сорок две крысы были 
разделены на неовариэктомированные (-NО) и овариэктомированные (О) 
группы, разделенные на три подгруппы: контроль (пустой дефект) и две под-
группы, получавшие каркасы Колл/ХЗ/ГА, приготовленные с использовани-
ем различных методов включения гидроксиапатита, «in situ» (Колл/ХЗ/ГА=1) 
и «ex situ» (Колл/ХЗ/ГА=2). Области дефекта подвергали макроскопическому, 
рентгенологическому и гистоморфометрическому анализу. Воспалительных 
процессов в области дефекта большеберцовой кости, свидетельствующих 
об иммунном отторжении матриксов, не выявлено, что подтверждает био-
совместимость биоматериалов. Костнообразование, начиная с краев костно-
го дефекта, наблюдалось у всех крыс, с большим объемом в группах -NO, 
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особенно в группе, получавшей Колл/ХЗ/ГА=2. Меньшее костеобразование 
было обнаружено в подгруппах O по сравнению с -NO. В заключение, кар-
касы из коллагена/хитозана/гидроксиапатита стимулируют рост костей  
in vivo, но патологические состояния хрупкости костей, вызванные дефици-
том гонадных гормонов, могут задерживать процесс восстановления кости [207].

Гибриды состоят из биополимерной матрицы коллагена/хитозана/гиа-
луроновой кислоты и частиц кремнезема с функциональными аминогруп-
пами, украшенных апатитом, к которому были координированы молекулы 
алендроната. Их можно точно вводить в пораженную ткань в виде вязко-
го золя или частично сшитого гидрогеля, где они могут служить каркасами 
для локально контролируемой регенерации/ремоделирования костной тка-
ни, поддерживая образование/пролиферацию остеобластов и поддерживая 
оптимальный уровень остеокластов. Эти материалы не обладают системной 
токсичностью. Они могут быть особенно полезны для восстановления не-
больших остеопоротических дефектов костей, для комбинированного при-
менения при лечении остеопороза и костной ткани [208].

Анализ литературы показывает, что несмотря на то, что по композитам 
XЗ/ГA проводится огромное количество исследований, каждая работа уни-
кальна по-своему и представляет фундаментально-прикладной интерес. 

Для моделирования экспериментального остеопороза использовали 
овариоэктомию и для ускорения процесса – введение глюкокортикостерои-
дов. Так, например, дексаметазон в дозе 0,3 мг/кг, вводимый овариоэктоми-
рованным крысам даже 1 раз в 2 нед в течение не менее 1 мес, существенно 
снижает плотность костной ткани в позвонках, а через 3 месяца – в костях 
таза [209]. Опыты проводили на белых половозрелых крысах самках, жи-
вотные были подвергнуты овариоэктомии, так как у самок остеопороз раз-
вивается быстрее, чем у самцов. Животных разделили на 4 группы по 6-7 
животных в каждой. Первая группа - интактная, у которых не проводили 
оварэктомию и не вводили дексаметазон. Вторая группа – контрольная, в 
данной группе проводили двухстороннюю овариоэктомию и в дальнейшим 
вводили дексаметазон без лечения остеопороза.

Животным третьей и четвертой групп - опытные, также проводили двух-
стороннюю овариоэктомию и в дальнейшим вводили дексаметазон.

Через месяц после моделирования экспериментального остеопороза 
животным опытных групп (третья и четвертая группы) вводили соединение 
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в виде суспензии гидроксиапатит хитозана Bombyx mori и препарат “Кальция 
глюконат” производства ОАО «Борисовский завод медицинских препаратов», 
Республика Беларусь, серия 49 31820822, срок годности 08 2027) в дозе 
250 мг/кг внутрижелудочно в течение месяца. После введения соединения и 
препарата собирали кровь для определения уровня кальция в крови живот-
ных. Для определения массы, плотности и содержания кальция в бедренной 
кости забирали бедренные кости животных после эвтаназии. Плотность ко-
стей (HU- Hounsfield) [210] животных исследовали на Магнитно-резонансном 
томографе IQON SPECTRAL в отделении Радиологии и ПЭТ/КТ (Позитронно-э-
миссионная томография/Компьютерная томография) диагностики клиники 
имени М.Федоровича. Содержание кальция в золе костей животных иссле-
довали комплексонометрическим методом в лаборатории дефолиантов Ин-
ститута общей и неорганической химии АН РУз [211].

Для подтверждения развития остеопороза у экспериментальных живот-
ных использовали такие показатели, как содержание кальция, минеральную 
плотность костных тканей и массу бедренных костей2. 

Согласно данным табл. 3.2, развитие остеопороза у овариоэктомирован-
ных крыс в контрольной группе сопровождается существенным снижением 
веса высушенной бедренной кости, а также уменьшением уровня кальция 
в крови. Кроме того, отмечено выраженное уменьшение плотности костной 
ткани бедренной кости и увеличению хрупкости костей по сравнению с ин-
тактной группой (рис. 3.1 - 3.2) [212]. 

При введении соединения гидроксиапатит хитозана Bombyx mori масса 
бедренной кости увеличилась на 23,6%, плотность бедренной кости увели-
чилась на 12,1% по сравнению с контрольной группой. Содержание кальция 
в сыворотке крови существенно не менялось. При определении содержания 
кальция в золе костей по сравнению с контрольной группой увеличилось на 
16,4%, что существенно не отличается от результатов интактной группы (рис. 3.3). 

В группе препарата сравнения “Кальция глюконат” масса бедренной кости 
увеличилась на 31,6%, плотность бедренной кости увеличилась на 21,7% по срав-
нению с контрольной группой. Содержание кальция в сыворотке крови суще-
ственно не менялось. При введении препарата “Кальция глюконат” содержание 
кальция в золе костей по сравнению с контрольной группой увеличилось на 
8,9%, что существенно не отличается от результатов интактной группы (рис. 3.4). 

2  Эксперименты проведены в «Dori vositalarini standartlash ilmiy markazi»
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Рис.3.1. МРТ-снимок бедренные кости животных после эвтаназии интактной группы

Рис. 3.2. МРТ-снимок бедренные кости животных после эвтаназии контрольной группы
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Рис. 3.3. МРТ-снимок бедренные кости животных после эвтаназии, 

 принимающих ХЗ/ГА Bombyx mori 

Рис. 3.4. МРТ-снимок бедренные кости животных после эвтаназии,  

принимающих глюконата кальция 
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Сравнение результатов показывает, что гидроксиапатит хитозана 
Bombyx mori при испытанной дозе способствует увеличению массы и плот-
ности бедренной кости, а также увеличению содержания кальция в костях 
животных (табл. 3.2).

Таблица 3.2
Влияние гидроксиапатит хитозана Bombyx mori и препарата  

“Кальция глюконат” на экспериментальный остеопороз костей
№ Группы Масса 

бедренной 
кости (на 100 г 

массы тела)

Уровень 
кальция в 

крови

Плотность 
бедренной 
кости, HU

Содержание 
кальция (%) в 
золе костей

1 Интактная 0,233±0,02 2,60±0,09 493,1±27,6 7,23±0,24

2 Контрольная 0,161±0,01х 2,24±0,10 х 298,4±17,4 х 6,52±0,13 х

3 Гидроксиапатит 
хитозана 250мг/
кг

0,199±0,01у 2,23±0,06 х 334,6±18,8 х 7,59±0,21 у

4 Глюконат 
кальция, 250 мг/
кг

0,212±0,01 у 2,30±0,05 х 363,3±27,6 х 7,10±0,17 у

Примечание:  
х - статистически значимо по отношению к интактной группе при Р<0,05; 
у - статистически значимо по отношению к контрольным показателям при Р<0,05.

Таким образом, овариоэктомия у самок животных и последующее вве-
дение глюкокортикостероидов приводит к нарушению минерального обмена 
и развитию остеопороза, что видно из полученных результатов. При сравне-
нии результатов контрольной группы с интактной группой наблюдается ста-
тистически достоверное снижение массы бедренной кости, уровня содержа-
ния кальция в крови животных, плотности ткани бедра, а также общего со-
держания кальция в золе костей животных. Эти показатели в данной модели 
указывают на развитие остеопороза у экспериментальных животных [212].

При сравнении полученных показателей с результатами в группе жи-
вотных, которым вводили препарат “Кальция глюконат” статистически 
значимой разницы не наблюдалось. Положительное влияние соединения 
гидроксиапатита хитозана Bombyx mori на течение экспериментального 
остеопороза согласуется с результатами, полученными при лечении осте-
опороза различными соединениями гидроксиапатита другими исследова-
телями [213].
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Показано, что ХЗ пригоден для использования в IT в качестве транс-
плантата костной ткани, при изготовлении пористых матриксов, пленок для 
поверхностных ран, высвобождении лекарств и в составах для производства 
гидрогелей [214, 215]. Однако недостатком ХЗ является его плохие механи-
ческие свойства [216], поэтому для улучшения этого в нескольких исследо-
ваниях сообщается о разработке композитов на основе ХЗ/ГА, поскольку оба 
биоматериала обладают превосходной биосовместимостью с клеточной тка-
нью человека [217], сообщается, что этот композит обладает улучшенными 
механическими свойствами благодаря связыванию амино- и гидроксильных 
групп ХЗ с ионами кальция, присутствующими в ГА [218-219].

Остеобласты играют решающую роль в формировании костей. Ранее 
показано, что нановолокна хитозана могут стимулировать пролиферацию и 
созревание остеобластов. В этом трансляционном исследовании использова-
лась модель костных дефектов на животных для оценки влияния каркасов 
из нановолокон хитозана на заживление кости и возможные механизмы. В 
этом исследовании исследованы однородные нановолокна хитозана с диа-
метром волокна около 200 нм. 

В проксимальных отделах бедра самцов мышей C57LB/6 хирургическим 
путем создавали костный дефект, а затем в левое бедро имплантировали 
каркасы из хитозановых нановолокон на 21 день и сравнивали с правым бе-
дром, которое служило контролем. Гистологический анализ показал, что им-
плантация каркасов из нановолокон хитозана не приводит к гепатотоксич-
ности или нефротоксичности. Результаты свидетельствовали о потенциале 
каркасов из нановолокон хитозана для лечения заболеваний костей, вклю-
чая дефекты костей и переломы костей [220].

3.3. Биологически активные свойства композитов  
гидроксиапатита хитозана3

В связи с тем, что цыплят и бройлеров содержат в тесных помещениях 
при искусственном освещении, а также в связи с неполноценностью рациона 
у них наблюдается склонность к гиповитаминозу, внутренним незаразным 
болезням, иммунодефициту, а именно дефициту кальцию и фосфору. Следу-
ет отметить, что это отрицательно сказывается на повышение живой массы 

3 Эксперименты проведены совместно с учеными Самаркандского Государственного университета 
Ветеринарной медицины, животноводства и биотехнологий
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бройлеров и яйценоскости кур. А иногда вызывает остеопороз и остеомаля-
цию. С целью повышения иммунной системы цыплят и для определения оп-
тимальной дозы водимих ХЗ/ГА в сыворотке крови цыплят и обеспечения в 
организме стабильного Са-Р баланса а также изучено влияние без добавле-
ния витаминно-минералных  веществ в рацион цыплят-бройлеров. Для этого 
контролировали продолжительность испытания и дозу порошка ХЗ/ГА, до-
бавляемой в их рацион. Биологически активные свойства ХЗ/ГА изучены в 
лабораторных условиях на 100 однодневных цыплятах породы “Росс-308” с 
добавлением в их рацион 25-40 мг/кг порошков композита. Затем цыплята 
разделены на 10 групп и фиксировано изменение их веса через каждые 10 
дней. В течение 30-дневного эксперимента контрольная группа цыплят №1 
кормилась стандартным рационом (табл. 3.3) [221-222]. 

Таблица 3.3
Стандартный рацион цыплят-бройлеров (% добавок на 100 кг корма)

№ Состав стандартного рациона Количество корма

1 Соевая мука 20 кг
2 Кукуруза 32,6 кг

3 Пшеница 25,6 кг

4 Подсолнечная мука 7,3 кг

5 Хлопковая мука 2 кг

6 Растительное масло 2 литр
7 Метионин 51 г
8 Ортофосфат кальция 1780 г
9 Известняк 8,22 г
10 Соль 50 г

В экспериментальных группах №2-10 в их рацион вместо витаминов и 
премиксов добавлены порошки ХЗ/ГА в течение 15-25 дней, а результаты по-
лучены на 30 день (табл. 3.4). Эффективность композитов, использованных 
в экспериментах, оценивали на основании выживаемости цыплят и увели-
чением их живой массы. Изучено влияние ХЗ/ГА на сохранность и прирост 
массы цыплят. Результаты показывают, что при добавлении в состав корма 
25-40 мг/кг хитозанового апатита наблюдалась 100% сохранность, а привес 
составлял 71,5-75,5%. Биодобавка ХЗ/ГА эффективно влияла на морфологи-
ческие показатели и лейкоцитарную формулу крови, что способствовало до-
стоверному увеличению числа эритроцитов и гемоглобина. Так как уровень 
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гемоглобина был на 11-12% выше, чем у цыплят контрольных групп. Резуль-
таты хорошо согласуются с литературными данными [223].

В результате исследования уровень выживаемости цыплят контрольной 
группы составила 90%, а выживаемость цыплят опытных групп №2-10, где в 
рацион добавляли ХЗ/ГА в дозе 25-40 мг/кг достигала 100 %. 

Таблица 3.4
Влияние гидроксиапатита хитозана Bombyx mori на увеличение живой  

массы цыплят и их выживаемость. Продолжительность испытаний 30 дней

№ Группы 

Доза 

ХЗ/ГА, 

(мг/кг)

Продолжи-

тельность 

добавления 

в корму  

ХЗ/ГА, дней

Средняя 

живая 

масса 1 

цыпленка 

в начале 

опыта (г)

Живая масса 

1 цыпленка 

после 30 дней 

(г)

Выжи-

ваемость,  

(в %)

Увеличение 

средней 

живой 

массы 

цыплят, (в%)

1 Контроль -
Стандарт-

ный рацион 
310 1350 90 67,5

2

ХЗ/ГА 

25 10-20 310 1200 100 60,0

3 30 10-20 313 1250 100 62,5

4 35 10-20 309 1290 100 64,5

5 40 10-20 311 1350 100 67,5

6 25 15-25 313 1250 100 62,5

7 30 15-25 309 1340 100 67,0

8 35 15-25 312 1430 100 71,5

9 40 15-25 311 1510 100 75,5

Ранее было установлено, что уровень хитозана до 5,0 г/кг снижает 
эффективность усвоения азота, возможно, что высокий уровень хитозана 
препятствует усвоению аминокислот, угнетает рост и снижает прибавку 
массы тела. Это свидетельствует о наличии порога концентрации добавок 
хитозана, при котором они перестают быть полезными для рациона цыплят 
[221, 224]. По-видимому, поэтому применение гидроксиапатита хитозана в 
дозах 10-40 мг/кг не способствовало увеличению прироста живой массы, 
однако повысилась выживаемость и устойчивость к болезням подопытных 
цыплят.
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В период испытаний живая масса одного бройлера из контрольной груп-
пы увеличилась от 310 г до 1350 г. При этом выживаемость достигала 90%, а 
увеличение средней живой массы цыплят составляла 67,5 %. В эксперимен-
тальных группах живая масса увеличивалась от 311±2 г до 1200-1510 г, с эф-
фективностью 100% и средняя живая масса цыплят увеличилась до 75,5%. В 
качестве оптимальной дозы и продолжительность введения ХЗ/ГА в рацион 
цыплят выбраны 40 мг/кг и 15 дней, соответственно.

За время опытов живая масса подопытных цыплят увеличилась незна-
чительно - всего на 8%. Вероятно, это связано с отсутствием в рационе кур 
витаминно-минеральных добавок. Однако следует отметить, что добавление 
гидроксиапатита хитозана независимо от дозы приводило к повышению им-
мунитета цыплят и клинических симптомов инфекционных заболеваний не 
наблюдалось.

3.4. Изучение влияния препарата ХЗ/ГА=50:50  
масc.% на количество и качество куриного мяса

Научно-исследовательские опыты в лабораторных условиях проводи-
лись в лаборатории факультета «Ветеринарной диагностики и безопасности 
пищевых продуктов» Самаркандского государственного университета вете-
ринарной медицины, животноводства и биотехнологии. С целью определения 
влияния препарата ХЗ/ГА на выход и качество мяса цыплят-бройлеров сфор-
мировали общую группу цыплят кросса Росс-308 из птицефабрики «Даргом 
Парранда Файз» Пастдаргомского района Самаркандской области, и сохрани-
ли в одиноковых условиях и кормили стандартным рационом. Когда цыплятам 
исполнилось 10 дней, сформировали 4 группы согласно весу по установлен-
ной методике. Разница в живой массе 100 голов цыплят составила ±5 г.

Первая группа цыплят была контрольной и их кормили стандартным 
рационом. В рацион цыплят из второй опытной группы вводили порошок ги-
дроксиапатита ХЗ Bombyx mori (ХЗ/ГА=50:50 мас. %) по расчету - 25 мг/кг в 
период с 10 по 20 сутки, цыплятам третьей группы в дозе 30 мг/кг между 20 
и 30 днями, а в рацион цыплят четвертой группы добавляли в норме 35 мг/
кг в течение с 30 по 40 дней. Эффективность применяемых препаратов оце-
нивали в конце опыта по уровню сохранности цыплят-бройлеров, среднему 
выходу и качеству мяса на голову цыпленка (табл.3.5).
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Таблица 3.5
Влияние хитозана Bombyx mori гидроксиапатита  

на выход мяса и качество цыплят

№
Образцы, 

мг/кг

Цыплята, 
принятые в 
разведение 

(голов.)

выжи-
ваемость 

(%)

выход мясы 
средней 
головы 

курицы (кг)

Категории мясы (%)

I II Н/С

1 Контроль 100 94 1,671 62,3 21,7 16

2 25 100 100 1,715 67,4 16,3 16,3

3 30 100 100 1,781 75,6 17,8 6,6

4 35 100 100 1,812 81,3 14,2 4,5

Результаты опытов показали, что выживаемость цыплята контрольной 
группы и средний выход мяса составляли 94 % и 1671 г, соответственно. Вы-
ход мяса 1-й, 2-й и нестандартной группы постепенно снижались и достигали 
62,3 %, 21,7 % и 16 %. Следует отметить, что при добавке ХЗ/ГА в корм цыплят, 
во всех опытных группах имели стопроцентную сохранность головня, а сред-
ний выход мяса на голову цыплят из 2, 3, 4 опытных групп составили 1715-
1785-1812 г, соответственно. Качество мяса I категории 67,4-75,6-81,3 %, II ка-
тегории 16,3-17,8-14,2 %, а не соответствующих стандарту имели 16,3-6,6-4,5 %.

Резюмируя, можно сказать, что добавление в рацион цыплят-бройлеров 
хитозана гидроксиапатита в норме расхода 25-35 мг/кг, приводит к стопро-
центной сохранности цыплят, а также к увеличению выхода мяса и соответ-
ственно его качества. Полученные данные обнадеживают и поэтому экспе-
рименты в этом направлении продолжаются. 

Проведены предварительные лабораторные опыты по определению оп-
тимальной дозы гидроксиапатита хитозана и сроков их добавления в корма 
для цыплят. Был составлен рацион, не включающий витамины и минералы 
(табл. 4.3). На 10-й день опыта до 20-го дня добавляли добавки ХЗ/ГА в мо-
дуле 25, 30, 35 и 40 мг на 1 кг корма соответственно. После этого были по-
лучены образцы крови подопытных цыплят и определено содержание Са/Р в 
составе их крови и сыворотки крови (табл. 3.6.)

Показано, что с увеличением дозы композита в рацион цыплят, зако-
номерно повышалось количество кальция и фосфора соответственно. Срав-
нительные исследования свидетельствуют, что содержание кальция у цы-
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плят контрольной группы составляло 2,2±0,415 мMoль/л, в тоже время как 
в исследованной группе №4 при дозе ХЗ/ГА 40 мг/кг, в сыворотке крови цы-
плят-бройлеров увеличилось содержание Са до 3,5±0,354 мMoль/л. 

Таблица 3.6
Влияние различной дозы XЗ/ГA на биохимические  

параметры сывороток крови цыплят-бройлеров

№
Образцы, 

мг/кг

Ca2+

мMoль/л

P

мMoль/л

Na+

мг/%

K+

мг/ %

1 Контроль 2,20±0,42 1,4± 0,87 364±11,8 22,0±10,7

2 25 2,31±0,38 2,0±0,37 371±20,5 22,0±10,6

3 30 2,44±0,43 1,7±0,69 365±20,2 22,3±11,1

4 35 2,75±0,29 2,2±0,44 370±20,3 22,4±8,11

5 40 3,51±0,35 2,3±0,51 364±20,1 22,8±11,3

Следует отметить, что содержание фосфора увеличилось пропорцио-
нально дозе добавок ХЗ/ГА. Например, при дозе ХЗ/ГА 40 мг/кг содержание 
фосфора в сравнении контрольного образца увеличилось приблизительно в 
1,3 раза. Аналогичные результаты были получены авторами. Было показано, 
что добавки фосфора, используемые в рационе бройлеров, влияют на про-
дуктивность и характеристики их костей. Цыплята, обработанные дикаль-
цийфосфатом (14 % доступного фосфора и 23 % кальция), имели лучшие эко-
номические и экологические показатели [225-226].

Исследователи обнаружили, что лучшие показатели у цыплят с мень-
шим содержанием кальция. Вероятно, это связано с тем, что из-за образо-
вания в пищеварительной системе преципитатов ортофосфата кальция 
уменьшается количество свободного фосфора, пригодного для всасывания. 
Фактически, ионы кальция могут повышать рН кишечника и снижать раство-
римость и доступность минералов [227-229].

Установлено, что незначительные добавки ХЗ/ГА к стандартному раци-
ону цыплят-бройлеров способствуют увеличению количества Са и Р в сы-
воротке крови, но мало влияют на количество К+ и Na+. Выявлено, что не-
значительные добавки ХЗ/ГА в стандартный рацион цыплят-бройлеров спо-
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собствуют повышению количества Ca и Р в сыворотке крови, однако слабо 
влияют на количество K+ и Na+. 

По результатам исследований влияния ХЗ/ГА на биохимические показа-
тели сыворотки крови установлено, что количество Са и Р в опытных груп-
пах выше, чем у контрольных цыплят [230]. Это связано с тем, что элементы 
- Са и Р из состава ХЗ/ГА эффективно усваиваются организмом цыплят.

Итак, экспериментально установлено, что ХЗ/ГА в дозе 35-40 мг/кг в 
рационе цыплят увеличивает их сохранность и привесы у бройлеров. Нега-
тивного влияния на гематологические показатели их крови не оказывается. 
В настоящее время исследуется влияние ХЗ/ГА на иммунологический статус 
организма цыплят.

3.5. Изучение ХЗ/ГА на морфологические параметры и  
лейкоцитарную формулу крови бройлеров

Изучены морфологические параметры крови цыплят-бройлеров и уста-
новлено влияние ХЗ/ГА на содержание ретинола в печени и сыворотке кро-
ви. Для исследования выбраны 4 группы цыплят-бройлеров: группа №1-кон-
троль, в рацион группы №2 первые 10-20 дни добавлены порошки ХЗ/ГА в 
дозе 25мг/кг, когда в рацион группы №3 последующие 20-30 дней добавле-
ны порошки ХЗ/ГА в дозе 30мг/кг и в стандартный рацион цыплят из группы 
№4 в следующие 30-40 дней добавлены добавки гидроксиапатита хитозана 
в дозе 35 мг/кг. После чего определена лейкоцитарная формула всех групп 
цыплят на 20, 30 и 40 сутки.

Таблица 3.7
Влияние XЗ/ГA на количество эритроцитов (10-12 г/л) и лейкоцитов  

(10-9 г/л) в крови цыплят, M ± m

№
Доза ХЗ/ГА, 

мг/кг

Эритроциты (10-12 г/л) Лейкоциты (10-9 г/л)

Период эксперимента, день

20 30 40 20 30 40

1 Контроль 2,62±0,07 2,64±0,10 2,68 ±0,11 29,3±1,09 29,7 ± 1,10 28,8 ±1,11

2 25 2,83±0,09 2,85±0,12 2,89 ±0,05 28,5±1,20 28,5 ± 1,25 28,1 ±2,30

3 30 2,61±0,08 2,87±0,13 2,94±0,01 28,1±1,12 28,2 ± 1,03 28,3 ±2,77

4 35 2,60±0,05 2,65±0,10 3,00 ±0,06 27,9±1,21 28,5 ± 1,15 28,1 ±1,55
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Таблица 3.8
Влияние биодобавок XЗ/ГA различного состава на гемоглобин (г/л) и 

количество тромбоцитов (10-9 г/л) в крови цыплят, M ± m

№
Доза ХЗ/
ГА, мг/кг

Тромбоциты (10-9 г/л) Гемоглабин (г/л)

Период эксперимента, день

20 30 40 20 30 40

1 Контроль 37,2±2,01 38,5±2,03 37,5±2,55 79,3±1,11 85,5±1,13 90,0±1,12

2 25 35,6±1,19 36,7±1,17 37,0±2,06 84,8±1,17 91,4±1,00 97,2±0,06

3 30 36,4±1,12 37,3±1,20 37,1±2,00 79,8±0,09 93,2±0,06 99,0 ±0,09

4 35 36,7±1,33 37,0±1,35 36,8±0,95 78,2±1,15 85,8±0,05 100,6±1,2

Согласно результатам исследования показано, что по сравнению с кон-
тролем в крови цыплят 2-й, 3-й и 4-й опытных групп количества эритроци-
тов и гемоглобина увеличились на 7-8%, 9-10% и 11-12%, соответственно. В то 
же время как количества лейкоцитов и тромбоцитов в крови цыплят всех 
опытных групп, практически не отличались от контрольной группы (Р<0,05) 
(табл. 3.7-3.8).

Выявлено, что добавление порошков композита XЗ/ГA=50:50 масс.% в 
рацион цыплят-бройлеров, независимо от периода введения, способствует 
увеличению количества эритроцитов и гемоглобина в крови цыплят. Резю-
мируя можно сказать, что композиты на основе хитозана и гидроксиапатита 
в счет синергетического эффекта положительно влияют на морфологиче-
ские показатели крови. 

Установлено, что добавление в рацион цыплят-бройлеров порошков 
состава ХЗ/ГА=50:50 масс.%, независимо от срока введения, способствует 
увеличению количества эритроцитов и гемоглобина в крови цыплят-брой-
леров цыплята. Обобщая можно понять, что композит на основе хитозана 
и гидроксиапатита за счет синергетического эффекта оказывает положи-
тельное влияние на морфологические показатели крови. По-видимому, 
включение ХЗ/ГА в рацион цыплят стимулирует деятельность органов кро-
ветворения [221].
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Таблица 3.9
Влияние XЗ/ГA на количество базофилы (%) и  

эозинофилы (%) (10-9 г/л) в крови цыплят, M ± m

№
Доза ХЗ/
ГА, мг/кг

Базофилы (%) Эозинофилы(%)

Период эксперимента, день

20 30 40 20 30 40

1 Контроль 2,3±0,33 2,3+0,33 2,3+0,33 3,5±0,32 3,5+0,33 3,5+,67

2 25 2,3±0,66 2,3+0,67 2,3+0,33 3,6±0,64 3,7+0,67 3,3+0,88

3 30 2,3±0,32 2,3+0,33 2,3+0,88 3,4±0,35 3,3+0,33 3,7+0,67

4 35 2,1±0,87 2,0+0,88 2,3+0,33 3,6±0,58 3,7+0,57 3,3+0,33

Примечание: P≥0,05

Количество базофилов в крови цыплят контрольной группы в течение 
40 суток осталось постоянным и составило 2,3±0,33 %. Количество базофи-
лов в крови цыплят подопытных групп №2 и №4 в период эксперимента не-
значительно уменьшалось от 2,3±0,66 % до 2,3+0,33 %. У цыплят 3-й опыт-
ной группы наблюдалось повышение количества базофилов от 2,3±0,32 % 
до 2,3+0,88 %. Видно, что в контрольной группе за 20-40 дней количество 
эозинофилов в крови цыплят увеличилось слабо от 3,5±0,32% до 3,5±0,67%. 
Когда их количество в крови цыплят опытной группы №2 с добавлением хи-
тозана Bombyx mori гидроксиапатита в дозе 25 мг/кг, снизилось от 3,6±0,64% 
до 3,3±0,88% в течение 40 дней. Хотя, отмечалось снижение количества эо-
зинофилов в сыворотке крови цыплят опытной группы №3 от 3,4±0,35% (20 
суток) до 3,3+0,33% на 30-е сутки и повышение до 3,7+0,67% на 40 суток. 
При добавлении в стандартном рационе 35 мг/кг добавок ХЗ/ГА, количество 
эозинофилов у опытной группы №4 эозинофилы увеличились в их крови от 
3,6±0,58% до 3,7±0,57% на 30-е сутки, и на 40-е сутки наблюдалось резкое 
снижение до 3,3+0,33% (табл. 3.9).

Обнаружено, что количество псевдоэозинофилов в крови цыплят кон-
трольной группы неравномерно меняется в ходе эксперимента. Например, 
наблюдалось увеличение на 20-й день с 27,5±1,20% до 28,4+1,21% на 30-й 
день, а на 40-й день опять снизиллось до 27,5+2,05% (табл. 3.10).

Количество псевдоэозинофилов в крови цыплят 2-й опытной группы, 
получавших хитозан Bombyx mori гидроксиапатита в дозе 25 мг/кг, в течение 
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периода опыта псевдоэозинофилы постепенно увеличивалось на 20-30-40-
е сутки на 26,1±1,74%, 27,0±1,84% и 28,0+2,42%, соответственно. Добавление 
30 мг/кг ХЗ/ГА к стандартному рациону приводило к увеличению количе-
ства псевдоэозинофилов в крови цыплят 3-й группы: на 20-30-40 е сутки на 
25,1±2,12%, 26,4±2,33% и 27,3+1,75 %.

Таблица 3.10
Влияние XЗ/ГA на количество псевдоэозинофилов (%) и  

моноцитов (%)   (10-9 г/л) в крови цыплят, M ± m

№
Доза ХЗ/
ГА, мг/кг

Псевдоэозинофилы (%) Моноциты (%)

Период эксперимента, день

20 30 40 20 30 40

1 Контроль 27,5±1,2 28,4+1,2 27,5+2,1 4,5±0,31 4,5 +0,33 4,5 +1,2

2 25 26,1±1,7 27,0+1,8 28,0+2,4 4,3±0,34 4,3 +0,33 4,3 +0,9

3 30 25,1±2,1 26,4+2,3 27,3+1,7 4,3±0,32 4,3 +0,33 4,3 +1,8

4 35 26,2±1,7 26,6+1,8 27,2+2,1 4,3±0,87 4,3 +0,88 4,3 +0,3

Примечание: P≥0,05

Следует отметить, что увеличение количества добавляемого в рацион 
апатита ХЗ до 35 мг/кг, практически не повлияло на объем псевдоэозино-
филов в крови цыплят опытной группы №4, т.е. зарегистрировалось увели-
чение от 26,2±1,75% до 27,2±2,11% в период эксперимента. Таким образом 
установлено, что при добавлении апатита ХЗ в рацион цыплят-бройлеров в 
дозе >30 мг/кг препарат не влияет на количество структур в их крови (табл. 
3.10) [221].

Результаты свидетельствуют, что количество лимфоцитов в крови 
цыплят всех контрольных и подопытных групп повышается. Например, 
за время эксперимента в контрольной группе цыплят лимфоциты в крови 
увеличились слабо: на 20-40е сутки оно составило 57,3±2,13%, 58,3±2,14% и 
59,5±1,10%, соответственно (табл. 3.11).
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Таблица 3.11
Влияние биодобавок XЗ/ГA на количество лимфоцитов (%) в  

крови цыплят M ± m

№ Доза ХЗ/ГА, мг/кг

Лимфоциты (%)

Период эксперимента, день

10 20 30

1 Контроль 57,3±2,13 58,3+2,14 59,5+1,10

2 25 58,3±3,72 59,3+3,73 60,0+3,20

3 30 56,6±2,14 58,5+2,15 59,8+2,59

4 35 57,4±3,76 58,2+3,77 59,0+3,33

Примечание P≥0,05

Можно наблюдать, что количество лимфоцитов в крови цыплят опытной 
группы №2, которым в корм добавляли 25 мг/кг гидроксиапатита XЗ, в ходе 
эксперимента значительно увеличилось. Например, на 20-40е сутки повы-
шение составило 2%. При добавлении в рацион цыплят 3-й опытной группы 
ХЗ-гидроксиапатита в дозе 30 мг/кг количество лимфоцитов увеличилось 
с 56,6±2,14% до 58,5±2,15% и 59,8±2,59% на 40-е сутки. Слабое увеличение 
числа лимфоцитов от 57,4±3,76 % до 59,0±3,33 % наблюдалось у цыплят 
опытной группы №4. Согласно результатам, можно сделать вывод, что в экс-
периментальных группах, получавших гидроксиапатит ХЗ Bombyx mori, не 
было существенного изменения по сравнению с контрольной группой, и не 
было обнаружено отрицательного влияния на количество кроветворных эле-
ментов (табл. 3.11) [231-232]. 

В период эксперимента, в течение 10-20-30 дней, спектрофотометриче-
ским методом проверяли количества витамина А в печени и сыворотке крови 
цыплят (табл. 3.12).
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Таблица 3.12. 
Влияние биодобавок XЗ/ГA на уровни витамина  

А в куриной печени и сыворотке (мкмоль/л) (M ± m) 

№
Доза ХЗ/

ГА, мг/кг

Витамин А в печени

(мкмоль/л)
Витамины А сыворотки (ммоль/л)

Период эксперимента, день

10 20 30 10 20 30

1 Контроль 91,16±1,29 110,42±1,9 140,05±2,55 1,17±0,07 1,59±0,07 1,62± 0,03

2 25 97,54±0,03 118,7±0,03 149,85±0,03 1,25±0,03 1,71±0,03 1,74±0,03

3 30 90,06±1,29 120,35±0,1 152,65±0,03 1,12±0,03 1,47±0,01 1,77±0,03

4 35 91,11±1,13 111,6±0,07 155,45±0,03 1,11±0,03 1,56±0,07 1,79±0,03

Примечание P- ≥ 0,05

Следует отметить, что при добавлении в рацион цыплят биодобавок - 
XЗ/ГA, в период эксперимента содержание витамина А в печени составляло 
от 90,06 (10 день) до 155,45 ммоль/л (30 день), R>0,05, а количество ретино-
ла в сыворотке крови - от 7,5 до 10% R>0,05. В остальных экспериментальных 
группах количество витамина А в печени и сыворотке цыплят существенно 
не отличалось от количества витамина А у цыплят контрольной группы. Вы-
явлено, что количество витамина А и ретинола в сыворотке крови цыплят 
2-й опытной группы при добавлении в корм 25 мг/кг ХЗ/ГА, увеличилось на 
7,5-8% (табл. 3.12).

Содержание ретинола в сыворотке крови и печени цыплят 3-й опытной 
группы, получавших в рационе 30 мг/кг ХЗ/ГА в течение 20-30 дней, повы-
шалось на 9-10%, а также в период 30-40 дней. 40 дней при добавлении в 
комбикорм 35 мг/кг ХЗ/ГА. Установлено, что количество витамина А в сыво-
ротке крови и составе печени цыплят 4-й опытной группы увеличилось на 
11-12%. Полученные результаты свидетельствуют о том, что гидроксиапатит 
хитозана положительно влияет на количество витамина А в печени и сыво-
ротке крови кур, а препарат обладает иммуномодулирующими свойствами. 
Содержание ретинола в сыворотке крови и печени цыплят 3-й опытной груп-
пы, получавших в рационе 30 мг/кг ХЗ/ГА в течение 20-30 дней, повыша-
лось на 9-10%. Установлено, что количество витамина А в сыворотке крови 
и составе печени цыплят 4-й опытной группы, получавших в корме 35 мг/кг 
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ХЗ/ГА в период 30-40 дней, увеличилось на 11-12%. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что гидроксиапатит хитозана положительно влияет 
на количество витамина А в печени и сыворотке крови кур, а препарат обла-
дает иммуномодулирующими свойствами [221, 231-232].

3.6. Определение влияния гидроксиапатита хитозана Bombyx mori на 
иммунные показатели организма цыплят и продолжительности после 
вакцинации цыплят-бройлеров против Ньюкаслской и инфекционной 

болезней бронхита

Согласно методике, для опытов были сформированы 4 группы 10-днев-
ных цыплят рода «Росс-308». В каждом варианте группированы по 25 цы-
плят, с разницей живой массы ±5 г. В частности, цыплята 1-ого варианта яв-
лялись контрольной группой и до конца 45-дневного опыта кормили стан-
дартным рационом. Цыплятам подопытных групп № 2-3 и №4 в скармливали 
с добавкой гидроксиапатита хитозана Bombyx mori в разном количестве и 
продолжительности по разработанной схеме. Цыплята первой группы слу-
жили контролем. Их кормили на стандартной диете без добавок апатита. Цы-
плятам второй опытной группы вводили 25 мг/кг препарата гидроксиапатит 
хитозана Bombyx mori в период между10-ми и 20-ми сутками, цыплятам тре-
тьей группы в рацион добавлены 30 мг/кг в период 20-30 суток, а четвертой 
опытной группе в корм добавили 35 мг/кг ХЗ/ГА в интервале 30-40 суток.

Всего было исследовано 100 проб крови, из них 30 на иммунитет к бо-
лезни Ньюкасла, 30 на куриный инфекционный бронхит и 40 на иммуноло-
гические показатели. Иммунологические исследования крови проводились в 
лаборатории НИИ Ветеринарии Тайлакского района Самаркандской области. 
Количество Т-лимфоцитов определяли с помощью образования самореакции 
с эритроцитами барана (Э-камень): В-лимфоцитов - определяли с помощью об-
разования комплементарной розетки с эритроцитами крупного рогатого скота.

Эффективность иммунитета после вакцинации оценивали методами 
ИФА и РПГА при исследовании сыворотки крови на состав специфических ан-
тител на базе производственно-технологической лаборатории птицефабри-
ки. Цифровой материал, полученный в ходе экспериментальных исследова-
ний, обрабатывали биометрическими методами с использованием таблицы 
Стьюдента с использованием интегрированной программы Excel. Р≤ 0,05
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Результаты исследования. Изначально цыплят группы сравнительного 
контроля в течение 45-суточного опыта кормили стандартным рационом, 
без добавок. цыплятам опытной группы № 2, 3 и 4 вводили 25, 30, 35 мг/кг 
порошок иммуномодулятора ХЗ/ГА=50:50 на 1 кг корма в течение 10 дней, 
начиная с 10-го дня. Показатели эффективности применяемых препаратов 
в разном количестве и продолжительности оценивали в течение 45-дневно-
го экспериментального периода по иммунологическим показателям в крови 
цыплят и иммунному титру болезни Ньюкасла и инфекционного бронхита.

Таблица 3.13. 
Влияние ХЗ/ГА на ряд иммунологических показателей в крови цыплят, М±м

№ ХЗ/ГА, мг/кг
Сроки 

доставки
Лейкоциты, 

тыс./мкл
Лимфоциты

Т, тыс./мкл Б, тыс./мкл

1 Контроль - 25,0±0,7 2,24±0,32 2,53±0,32

2 25 10-20 28,7±0,8*** 2,51±0,6** 2,72±0,27***

3 30 20-30 31,1±0,6*** 2,60±0,59*** 2,85±1,17**

4 35 30-40 32,3±1,0*** 2,67±0,80*** 3,01±1,12**

Примечание: *Р<0,05; **Р<0,01; ***Р<0,001

Таблица 3.14
Специфическая резистентность цыплят к вирусу болезни Ньюкасла 

при использовании ХЗ/ГА=50:50 масс. %

№ ХЗ/ГА, мг/кг

Возраст цыплят

10 дней 40 дней

Средний 
титр, log

2

Количество 
цыплят с 

иммунитетом, %

Средний 
титр, log

2

Количество 
цыплят с 

иммунитетом, %

1 Контроль 3,35 64 3,84 72

2 25 3,58 67 4,54 92

3 30 3.75 72 4,59 95
4 35 3,85 76 4,65 93

Результаты 45-дневного опыта показали (табл. 3.13), что цыплята груп-
пы сравнительного контроля имели 100% выживаемость. Средний иммунный 
индекс одной головы цыплят в конце опыта был следующим: опытная груп-
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па №2, при введении ХЗ/ГА в дозе 25мг/кг корма, иммунный индекс цыплят 
составил 14,8%, Т-В лимфоциты 12,0%-7,5%, иммунный титр в Ньюкасле 10-40 
дней 6,86%-18,2%. В опытной группе №3 при в скармливании ХЗ/ГА в дозе 
30 мг/кг комбикорма иммунный индекс цыплят составил 24,4%, Т-В-лимфо-
цитов 16,0% и 12,64%, иммунный титр болезни Ньюкасла 10-40 дней 6,86%-
18,2%. 4-опытная группа ХЗ/ГА при в скармливании 25мг/кг корма иммунный 
индекс цыплят составил 29,2%, Т-В-лимфоциты 19,2%-18,9%, иммунный титр 
Ньюкасла 10-40 дней 14,92%-21, составил 1%.

Полученные данные представляют интерес в применении гидроксиапа-
тита хитозана в профилактике и лечении остеопороза и остеомаляции, а также 
для повышения яйценоскости кур. 

Заключение к главе 3

Разработан лабораторный регламент на способ получения композитов 
ХЗ/ГА и следует отметить, что он весьма технологичен, не требует дорогосто-
ящего оборудования и в Республике имеется сырьевая база. Показано, что 
препарат не токсичен (LD

50
=5000 мг/кг). 

Длительное введение препарата в организм животных, с эксперименталь-
ным остеопорозом привело к повышению массы бедренной кости, уплотнению 
кости и увеличению содержания кальция в золе костей животных. Получен-
ные данные представляют прикладной интерес применения ХЗ/ГА для профи-
лактики и лечения остеопороза и замены костной ткани живых организмов.

Порошки ХЗ/ГА были добавлены в рацион бройлеров и показано их по-
ложительное влияние на физиологическое состояние цыплят, а также на 
морфологические и некоторые биохимические показатели их крови. Соот-
ветственно установлено, что добавление ХЗ/ГА в дозе 40 мг/кг в рацион цы-
плят способствует поддержанию баланса Са и Р и легко усваивается их орга-
низмом. В настоящее время изучается влияние ХЗ/ГА на иммунологический 
статус цыплят.

Отечественный препарат ХЗ/ГА в Республике не имеет аналогов, явля-
ется импортозамещающим и экспортоориентированным препаратом в вете-
ринарии. И в будущем представляет прикладной интерес в создании препа-
ратов для профилактики и лечении остеопороза, остеомаляции, а также в 
качестве костных имплантатов.
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