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ЭКСКЛЮЗИОННАЯ ЖИДКОСТНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ  
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Аннотация. Разработаны методики получения водорастворимых производных хитина и хитозана из цист 
рачков рода Artemia Parthenogenetica Аральского моря путем карбоксиметилирования ОН- и NH2-групп их цепей.  
Изучены элюционные, вязкостные и полиэлектролитные свойства карбоксиметилхитина и карбоксиметилхитозана 
в эксклюзионной жидкостной хроматографии. Подавление электростатических эффектов и реализация эксклюзион-
ного механизма разделения указанных полисахаридов достигнуто при использовании в качестве элюента водного 
раствора нитрата натрия с концентрацией 0,1 моль/л, который и был рекомендован для определения молекуляр-
но-массовых характеристик.
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ARTEMIA PARTHENOGENETICA OF THE ARAL SEA

Abstract. The article deals with the synthesis of water-soluble derivatives of chitin and chitosan from cysts of crustaceans 
of the genus Artemia Parthenogenetica of the Aral Sea by carboxymethylation of OH and NH2 groups of their chains. 
The elution, viscosity and polyelectrolyte properties in size exclusion liquid chromatography of carboxymethylchitin and 
carboxymethylchitosan were studied. The suppression of electrostatic effects and the implementation of the exclusion mechanism 
for the separation of these polysaccharides were achieved by using an aqueous solution of sodium nitrate with a concentration 
of 0.1 mol/l as an eluent, which was recommended for determining molecular weight characteristics.
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Введение. Водорастворимые производные полисахаридов находят широкое применение  
благодаря их уникальным физико-химическим свойствам в самых различных областях, в том 
числе в биомедицине и фармацевтике. К числу биологически активных полисахаридов из при-
родного сырья можно отнести гидрофильные производные хитина, из которых наиболее широ-
кий интерес представляют карбоксиметилхитин (КМХ), карбоксиметилхитозан (КМХТ) и сульфат 
хитозана [1, 2].

Они рассматриваются как потенциальные биологически активные вещества с иммуномо-
дулирующими, противоопухолевыми, противовирусными и антибактериальными свойствами, 
а также с широкими возможностями применения в медицине в качестве антикоагулянтов [3]. 
Биологическая активность карбоксиметилированных производных хитина и хитозана зависит 
от метода карбоксиметилирования, влияющего на степень замещения, характера и расположе-
ния карбоксиметильных групп, молекулярной массы (ММ) и др. [4]. Из вышеуказанных свойств 
особое значение имеет ММ, которая существенно влияет на биологическую активность КМХ  
и КМХТ. Для определения средней ММ и полидисперсности КМХ и КМХТ с успехом можно ис-
пользовать экспрессный и наиболее информативный метод анализа полимеров – эксклюзионную 
жидкостную хроматографию (ЭЖХ) [5]. Карбоксиметилированные производные хитина и хито-
зана являются полиэлектролитами, поэтому при анализе могут проявляться электростатические 
и полиэлектролитные эффекты, которые нарушают молекулярно-ситовой механизм разделения 
ЭЖХ. В настоящей статье обсуждаются результаты исследования элюционных и молекуляр-
но-массовых характеристик КМХ и КМХТ методом ЭЖХ в воде и водно-солевых элюентах.

Для получения хитина необходимо перевести белковую, минеральную, липидную и пиг-
ментную части яйца (цист) в растворимое состояние и удалить. Классическим способом полу-
чения хитина является химический, при котором процесс депротеинирования (ДП) чаще всего 
осуществляют обработкой сырья раствором щелочи (NaOH), а при деминерализации (ДМ) при-
меняют раствор соляной кислоты (HCl). Очевидно, что использование высококонцентрирован-
ных растворов щелочей и кислот может приводить к деградации цепи хитина, снижению его ММ 
и частичному деацетилированию. В нашем случае хитин из цист рачка Artemia Parthenogenetica 
Аральского моря получали модификацией классического метода [6] путем щелочно-кислотной 
обработки по схеме ДП, ДМ и деколоризации с незначительными изменениями условий об-
работки, заключающейся в использовании 3,5%-х растворов NaOH при нагревании и HCl при 
комнатной температуре, депигментации этиловым спиртом и ацетоном [7]. Как правило, хитин 
рассматривается как сырье для производства хитозана. Модификацией хитина является реакция 
его деацетилирования, в ходе которой ацетамидная группа хитина (N-ацетил-2-амино-2-дезоки-
си(1-4)-β-D-гликопираноза), расположенная у второго углеродного атома, превращается в пер-
вичную аминогруппу, а хитин – в хитозан.

С химической точки зрения для деацетилирования хитина можно использовать как кислоты, 
так и щелочи. Однако гликозидные связи очень чувствительны к кислоте, поэтому чаще приме-
няют щелочное деацетилирование [8]. 

Традиционный способ получения хитозана осуществляется обработкой хитина концентри-
рованными растворами едкого натра (40–50 %) с десятикратным мольным избытком при темпе-
ратуре 100–150 °С в течение 2–3 ч, при котором достигается содержание свободных NH2-групп 
не менее 75 % [9, 10]. На рис. 1 показана схема получения хитозана из хитина. 

              Хитин           Хитозан

Рис. 1. Синтез хитозана из хитина

Fig. 1. Synthesis of chitosa from chitin
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Экспериментальная часть. Для получения хитозана по схеме, представленной на рис. 1,  
на основе хитина из цисты артемии Аральского моря выбирали щелочное деацетилирование  
хитина, обработкой 50%-м концентрированным раствором NaOH 1 : 15 (вес/объем) при тем-
пературе 120–130 °С в течение нескольких часов. Затем полученную суспензию фильтровали  
и промывали горячей дистиллированной водой до нейтрального рН. Полученный образец хито-
зана сушили при комнатной температуре в течение 24 ч [11]. 

Синтез 6-О-КМХ проводили по ранее описанной методике [12]. Схема синтеза показана  
на рис. 2. Для синтеза КМХ к 1,8 г хитина добавляли 8 г NaOH и 4 г мочевины, заливали водой 
до 100 мл и перемешивали 2 ч при комнатной температуре. Через 2 ч раствор замораживали при 
температуре –20 °С в течение 36 ч. Во время заморозки ледяную смесь дважды размалывали 
стальной палочкой и перемешивали. Через 36 ч смесь разморозили до комнатной температуры. 
К жидкой смеси прибавили 3,72 г монохлоруксусной кислоты и 2,08 г карбоната натрия. Затем 
смесь постоянно перемешивали в течение 84 ч при 15 °С и к этой смеси добавляли HCl до дости-
жения pH 7.

Рис. 2. Схема синтеза 6-О-карбоксиметилхитина в кислой форме

Fig. 2. Synthesis of 6-O-carboxymethylchitin in acid form

Синтез КМХТ проводили по известной методике [13] с небольшими изменениями в условиях 
модификации. На рис. 3 представлена схема синтеза N,O- КМХТ. 

Для получения КМХТ 1,5 г хитозана растворяли в 32,5 мл изопропилового спирта (ИПС) 
в течение 10 мин при комнатной температуре. Затем к суспензии последовательно прибавляли 
11 мл 40%-го NaOH и 35 мл ИПС (при комнатной температуре и постоянном перемешивании 
в течение 30 мин). Далее в суспензию добавляли 7,5 г монохлоруксусной кислоты, повышали 
температуру раствора до 50 °С и перемешивали в течение 3 ч. После этого раствор охлажда-
ли до комнатной температуры и отфильтровывали. Осадок промывали метанолом. Затем осадок  
с фильтровальной бумаги переносили в стакан вместимостью 200 мл, добавляли 100 мл мета-
нола и 10 капель уксусной кислоты, стакан накрывали пленкой и перемешивали на магнитной 
мешалке в течение 14 ч при комнатной температуре. После 10-минутного отстаивания раствор 
фильтровали, остаток промывали этиловым спиртом 3 раза.

ЭЖХ проводили на высокоскоростном жидкостном хроматографе фирмы Agilent 1260 Infinity 
(США) с рефрактометрическим детектором. В качестве сорбента использовали TSK GM PWXL 
(Tosoh Bioscience, Германия) с линейной калибровочной зависимостью в диапазоне разделения 

Рис. 3. Cинтез N,O-карбоксиметилхитозана

Fig. 3. Synthesis of N,O-carboxymethylchitosan
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макромолекул по ММ от 1 × 102 до 2 × 106. Скорость потока элюента составляла 0,8 мл/мин. Объем 
вводимой пробы – 25 мкл. Обработку хроматографических данных осуществляли с помощью 
программы Windows Chemstation 7. 

Результаты и их обсуждение. Наличие аминогрупп придает хитозану многие ценные свой-
ства – растворимость в кислых водных средах, способность к комплексообразованию, ионному 
обмену и т. д. Однако неменьший интерес для практического применения представляют и дру-
гие водорастворимые производные хитина полиэлектролитной природы (например, поликисло-
та КМХ), который по строению, свойствам и способу получения аналогичен широко известной 
и производимой в крупных масштабах карбоксиметилцеллюлозе. С экономической точки зрения 
немаловажным является и то, что выход КМХ на единицу массы хитина в 1,5–2 раза превышает вы-
ход хитозана. В отличие от карбоксиметилцеллюлозы и хитозана КМХ является малоизученным 
производным, что, очевидно, сдерживает развитие его производства и практическое использо-
вание. Интересными и перспективными в практическом плане гидрофильными производными 
хитина являются продукты их карбоксиметилирования и сульфатирования, обладающие выра-
женной биологической активностью.

В настоящее время среди физико-химических методов исследования полимеров ЭЖХ явля-
ется экспрессным и наиболее информативным методом определения средних ММ полимеров.  
В литературе анализу и определению средних ММ гидрофильных производных хитина мето-
дом ЭЖХ посвящено ограниченное число работ, а исследованию электростатических эффектов 
уделено недостаточно внимания. Анализ полиэлектролитов в бессолевых растворах осложня-
ется наличием полиэлектролитных эффектов, таких как полиэлектролитное набухание, ион-
ная эксклюзия и молекулярная адсорбция, которые нарушают молекулярно-ситовой механизм 
разделения ЭЖХ [14]. Наличие карбоксиметильных групп в цепях КМХ придает ему поли- 
электролитное свойство, в вискозиметрии эффект полиэлектролитного набухания проявляется  
в резком увеличении приведенной вязкости (ηуд/С) с уменьшением концентрации раствора КМХ 
в воде [15]. На рис. 4 представлена зависимость приведенной вязкости ηуд/С от концентрации  

(С) КМХ в воде (кривая а) и водно-солевом раст- 
воре (кривые b–f ). Из нелинейной концентраци-
онной зависимости в воде (кривая а) характери- 
стическую вязкость КМХ можно вычислить, 
используя формулы Фуосса–Страуса для по-
лиэлектролитов. Аномалия вязкости (нелиней-
ные зависимости) постепенно исчезает с уве-
личением концентрации NaCl в растворе и в ее 
значениях от 0,05 до 0,1 моль/л наблюдаются 
линейные зависимости ηуд/С от концентрации 
(С) КМХ (кривые e, f ), характерные для ней-
тральных полимеров. В ЭЖХ такое аномаль-
ное поведение макромолекул КМХ проявляет-
ся в уменьшении удерживаемых объемов (или  
времени элюции) при их хроматографировании.  
Если на поверхности сорбента имеется малое 
остаточное количество отрицательно заряженных  
групп, то при хроматографировании анионных  
полимеров может наблюдаться эффект ионной  
эксклюзии, который накладывается на полиэлек- 
тролитное набухание. В данном случае оба эф- 
фекта действуют в одну сторону, то есть в сто- 
рону уменьшения времени удерживания (элю- 
ции) образца. Как правило, для подавления 
указанных эффектов в элюент добавляют либо 
низкомолекулярные нейтральные соли (NaCl, 

Рис. 4. Зависимость приведенной вязкости ηуд/С  
от концентрации раствора (C) КМХ в воде (а)  

и в водном растворе NaCl различной концентрации 
(b–f ). Концентрации NaCl в воде у кривых (моль/л):  

а – 0; b – 0,0002, c – 0,0008, d – 0,004, e – 0,05, f – 0,1 [15]

Fig. 4. Dependence of reduced viscosity η rel /С on the 
concentration of carboxymethylchitin (C) in water (a)  

and aqueous NaCl solutions at various concentrations (b–f ). 
Concentration of NaCl in water in lines (mol/l):  

а – 0; b – 0,0002, c – 0,0008, d – 0,004, e – 0,05, f – 0,1 [15]
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NaNO3 и др.), либо изменяют рН элюента (растворитель, протекающий сквозь частиц сорбен-
та) в сторону уменьшения диссоциации ионогенных групп как на поверхности сорбента, так  
и в цепях макромолекул. Для реализации эксклюзионного механизма разделения анионных 
полиэлектролитов, имеющих в цепях карбоксильные или сульфатные группы, в большинстве  
случаев достаточно использования элюента с ионной силой 0,1 моль/л. На рис. 5 представлены 
гель-хроматограммы КМХ при использовании в качестве элюента воды (a) и водного раство-
ра NaNO3 с концентрацией 0,1 моль/л (b). Из гель-хроматограммы (рис. 5, a) видно, что в воде 
значение времени элюции образца ниже, чем в водно-солевом элюенте. Это говорит о том, что  
в воде происходит полиэлектролитное набухание макромолекул за счет кулоновских электроста-
тических отталкиваюших сил анионов в цепях молекул КМХ. Как видно из рис. 5, a, максимум 
хроматографического пика образца КМХ, полученного при использовании в качестве элюента 
воды, находится ближе к исключенному объему колонки, то есть он соответствует времени элю-
ции 8 мл, что характерно для полиэлектролитного набухания. При добавлении в воду NaNO3  
с концентрацией 0,1 моль/л ситуация меняется, хроматографический пик образца КМХ смещается  
в сторону бóльших значений времени удерживания, и оно становится равным 14,1 мин (рис. 5, b). 
Данный факт свидетельствует о подавлении полиэлектролитного эффекта за счет экранирова-
ния ионогенных (анионных) групп в цепях КМХ. Аналогичные гель-хроматограммы получены 
и при хроматографировании КМХТ (рис. 6, a). КМХТ также, как и КМХ, проявляет полиэлек-
тролитое свойство в воде, так как имеет карбоксиметильные группы в цепях его макромолекул, 
способные вызывать набухание цепей за счет электростатических отталкиваний карбоксил ани-
онов. Как видно из рис. 6, а, у образца КМХТ время элюции равно 7,8 мин вблизи исключенного 
объема колонки за счет полиэлектролитного эффекта. При использовании в качестве элюента 
водного раствора NaNO3 с концентрацией 0,1 моль/л (рис. 6, б) пик смещается в сторону бóль-
ших удерживаемых объемов (времени элюции). Этот факт свидетельствует о подавлении эффек-
та полиэлектролитного набухания, как и в случае КМХ, и разделение макромолекул КМХТ про-

Рис. 5. Гель-хроматограммы карбоксиметилхитина в воде (a) и водном растворе 0,1 М NaNO3 (b).  
Кривые: 1– карбоксиметилхитин, 2– пик растворителя

Fig. 5. Chromatograms of carboxymethylchitin in water (a) and aqueous 0,1 M NaNO3 (b).  
Elution curves: 1– carboxymethylchitin, 2 – solvent peak
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исходит по эксклюзионному (молекулярно-ситовому) механизму разделения ЭЖХ. Из рис. 6, б 
также можно видеть, что образец состоит из двух фракций (кривые 1 и 2), отличающихся ММ, 
что объясняется гидролизом хитозана в процессе карбоксиметилирования.

После подавления полиэлектролитных эффектов и реализации молекулярно-ситового ме-
ханизма разделения макромолекул ЭЖХ хроматографическая колонка была откалибрована  
узкодисперсными стандартами пуллуланов фирмы Showa Denko (Япония). Средние ММ ис-
следованных полисахаридов были рассчитаны с использованием принципа универсальной ка-
либровочной зависимости (УКЗ) Бенуа [16]. Ниже в таблице приведены значения констант K  
и a в уравнении Марка–Куна–Хаувинка ([η]=KMa) и значения моментов ММ молекулярно-мас-
сового распределения полисахаридов, где Mp – средняя ММ, соответствующая максимуму хро-
матографического пика, Mw – средневесовая ММ, Mn – среднечисленная ММ для пуллулана,  
хитозана, КМХ и КМХЗ.

Значения констант K и a, Mp и полидисперсности (Mw/Mn) для исследованных полисахаридов

Values of constants K and a, Mр and polydispersity (Mw/Mn) for analysed polysaccharides

Полимер К × 104, дл/г а Мp, кДа Mw/Mn Элюент

Пуллулан 1,91 0,67 (1–1 000)* (1,02–1,1) 0,1 М NaNO3 в воде
Хитозан 1,38 0,85 10 1,20 0,2 М ацетат буфер
КМХ 0,87 0,9 1 1,06 0,1 М NaNO3 в воде
КМХЗ 0,87 0,9 3; 0,8 1,1; 1,01 0,1 М NaNO3 в воде

* Диапазон ММ стандартов пуллулана, использованный для калибровки хроматографической колонки.

Из полученных гель-хроматограмм (рис. 6, б) можно увидеть, что образец КМХЗ состоит  
из двух фракций с разной ММ и их расчитанные средние значения ММ с помощью УКЗ составляют  
для 1-й фракции – 3 кДа, 2-й фракции – 800 Да.

Рис. 6. Гель-хроматограммы карбоксиметилхитозана в воде (а) и водном растворе 0,1 М NaNO3 (b).  
Кривые: 1 и 2 – фракции КМХТ, 3 – пик растворителя 

Fig. 6. Chromatograms of carboxymethylchitosan in water (a) and aqueous 0,1 М NaNO3 (b).  
Elution curves: 1 and 2 – fractions of carboxymethyl chitosan, 3 – solvent peak
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Заключение. На основании экспериментальных исследований установлено, что КМХТ и КМХ 
в ЭЖХ при использовании в качестве элюента воды проявляют полиэлектролитные свойства.  
В водно-солевом элюенте указанные эффекты подавляются и реализуется молекулярно-ситовой 
механизм разделения макромолекул в ЭЖХ. Определение молекулярно-массовых характеристик 
КМХ и КМХТ методом ЭЖХ можно рекомендовать проводить в водном растворе 0,1 М NaNO3. 
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