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Аннотация. В работе предложен метод получения макропористого криоструктурированного гидроге-
левого материала на основе хитозана, сшитого малотоксичным агентом природного происхождения —  
ванилином, что позволяет снизить потенциальные риски токсичности по сравнению с традиционными 
синтетическими сшивателями (например, глутаровым альдегидом). Метод включает двухстадийный 
процесс: криоструктурирование с последующей лиофильной сушкой для формирования первичной 
пористой архитектуры и термическое сшивание, приводящее к образованию динамических ковалент-
ных связей — оснований Шиффа. Полученный материал характеризовался развитой системой 
взаимосвязанных пор со средним размером около 60 мкм, что способствует капиллярному транспор-
ту жидкостей, высокой скоростью набухания и характерными механическими свойствами (эластич-
ностью и прочностью), определяемыми его однородной пористой структурой. Продемонстрирована 
избирательная антибактериальная активность материала в отношении грамположительных бактерий 
Staphylococcus aureus (степень ингибирования роста составила 24,3 %), а также проведена его санитар-
но-химическая оценка, подтвердившая отсутствие токсичных выделений. Установлено, что материал 
сохранял свои ключевые физико-механические и санитарно-химические свойства после финишной 
стерилизации ионизирующим излучением в дозах до 25 кГр, что является стандартным требованием 
для медицинских изделий. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности разработанно-
го биосовместимого материала для использования в качестве основы для изделий медицинского назна-
чения, таких как раневые покрытия с сорбционными свойствами, гемостатические губки для останов-
ки кровотечений и имплантаты для тканевой инженерии.
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Abstract. The paper proposes a method for producing a macroporous cryostructured hydrogel material based 
on chitosan crosslinked with a low–toxic agent of natural origin, vanillin, which reduces the potential risks of 
toxicity compared with traditional synthetic crosslinkers (for example, glutaraldehyde). The method includes a 
two–stage process: cryostructuring followed by freeze-drying to form a primary porous architecture and thermal 
crosslinking leading to the formation of dynamic covalent bonds — Schiff bases. The resulting material was 
characterized by a developed system of interconnected pores with an average size of about 60 microns, which 
promotes capillary transport of liquids, high swelling rate and characteristic mechanical properties (elasticity and 
strength) determined by its homogeneous porous structure. The selective antibacterial activity of the material 
against Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus was demonstrated (the degree of growth inhibition was 
24.3 %), and its sanitary and chemical assessment was carried out, confirming the absence of toxic secretions. 
It was found that the material retained its key physico-mechanical and sanitary-chemical properties after final 
sterilization with ionizing radiation in doses up to 25 kGy, which is a standard requirement for medical devices. 
The results obtained indicate the prospects of the developed biocompatible material for use as a base for medical 
devices, such as wound coatings with sorption properties, hemostatic sponges for stopping bleeding, and implants 
for tissue engineering.
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ВВЕДЕНИЕ
Разработка новых полимерных материалов 

медико-биологического назначения является 
ключевым направлением в совершенствовании 
современных технологий в области здравоохра-
нения. Такие материалы, характеризующиеся 
биосовместимостью, многофункциональностью и 
предназначенные для контакта со средой живого 
организма, играют важную роль в создании ин-
новационных медицинских продуктов. Благодаря 
возможности целенаправленной модификации их 
функциональных свойств, они находят применение 
в широком спектре областей — от систем доставки 
лекарственных средств до матриксов для тканевой 
инженерии. Подобная универсальность откры-
вает значительные перспективы для повышения 
эффективности терапевтических вмешательств и 
улучшения клинических результатов.

Все более пристальное внимание в качестве ос-
новы для подобных материалов привлекает биопо-
лимер хитозан. Повышенный интерес к нему связан 
с уникальным комплексом физико-химических 
свойств, широким спектром биологической актив-
ности, биосовместимостью, низкой токсичностью и 
доступностью возобновляемого сырья [1].

Материалы на основе хитозана в различных 
формах (аэрогели, гидрогели, пленки, волокна и 
др.) в настоящее время уже достаточно активно 
используются в биомедицинской практике [2–5]. 
Особый интерес для биомедицины представляют 
высокопористые композиции — макропористые 
гидрогели и аэрогели, имеющие перспективы в 
качестве сорбентов и носителей лекарственных 
препаратов, антимикробных агентов, раневых по-
крытий, местных гемостатиков [6, 7].

Макропористые гидрогели обладают рядом 
ключевых преимуществ по сравнению с «тради-
ционными» гидрогелями. Благодаря иерархиче-
ской макропористой структуре, материалы на их 
основе способны обеспечивать высокую скорость 
набухания и эффективное поглощение физиоло-
гических жидкостей и экссудата, что критически 
важно, в частности, для раневых покрытий и 
гемостатических материалов [8, 9]. Помимо этого, 
подобная структура при имплантации материала 
способствует лучшей миграции клеток внутрь 
объема имплантата и васкуляризации, ускоряя 
тем самым репарационные процессы в области 
тканевого дефекта [8]. В отличие от «обычных» 
монолитных гидрогелей, макропористые гидро-
гели демонстрируют улучшенные механические 
свойства и стабильность при циклических нагруз-
ках, что немаловажно для применения в условиях 
динамичных биологических сред [9, 10]. Также ма-
кропористая архитектура позволяет эффективно 
инкапсулировать и контролируемо высвобождать 
широкий спектр биологически активных веществ 
— антибиотиков, факторов роста и противовос-

палительных агентов, усиливая терапевтический 
эффект при применении медицинских изделий [8, 
11]. 

На сегодняшний день разработан целый ряд ме-
тодов создания подобных пористых систем. Наи-
более распространенными среди них являются: 

– сублимационная сушка полимерных гидроге-
лей после их набухания в воде [12];

– полимеризация в присутствии компонентов, 
способных выделять в процессе реакции газ (CO2, N2) 
[13, 14]; 

– полимеризация в присутствии компонентов, 
которые растворимы в мономере, но не растворяются 
в образующемся полимере [15–16]; 

– формирование пространственной полимерной 
матрицы гидрогеля в присутствии гетерофазы замо-
роженного растворителя (вода, формамид) [17];

полимеризация в присутствии растворимого ком-
понента (глюкоза, сахароза, NaCl), который может 
быть вымыт после завершения процесса [18–19]. 

Каждый из перечисленных методов имеет как 
преимущества, так и ряд недостатков, ограничи-
вающих их применимость. Однако, по мнению 
многих исследователей, в настоящее время наи-
более перспективным методом получения макро-
пористых гидрогелевых материалов медико-био-
логического назначения является формирование 
трехмерной полимерной матрицы в условиях кри-
оструктурирования, в присутствии гетерофазы за-
мороженного растворителя (воды) [20]. Несмотря 
на сравнительную простоту, данный метод отлича-
ется гибкостью и позволяет варьировать свойства 
получаемых гидрогелей в широком интервале, 
обеспечивая получение материалов с оптимальны-
ми для каждой конкретной области применения 
характеристиками.

Химическая активность хитозана обусловлена 
наличием амино- и гидроксильных групп в его 
структуре, что делает его перспективным для при-
менения в биосенсорике, антимикробной обработ-
ке ран, биовизуализации, доставке генетического 
материала и лекарственных веществ, а также в 
качестве покрытия для медицинских имплантатов 
[21]. Медицинские изделия на его основе актив-
но исследуются в контексте разработки систем 
доставки для контролируемого высвобождения 
активных компонентов и стабилизации биологи-
чески активных молекул, таких как белки, пептиды 
и нуклеиновые кислоты [22].

При разработке биоматериалов для медицин-
ского применения значительное внимание уделяет-
ся их микробиологической безопасности. Наличие 
у материала собственной антимикробной активно-
сти может существенно повысить эффективность 
изделий на его основе в ряде клинических сцена-
риев, например, при лечении инфицированных 
ран. Именно этот фактор объясняет повышенное 
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внимание исследователей и разработчиков к хито-
зану и его производным, обладающим выраженной 
антимикробной активностью [23–27].

Таким образом, несмотря на широкую изучен-
ность хитозана и методов криогенного структури-
рования, комбинация получения макропористого 
каркаса при замораживании системы и последу-
ющем его сшивании малотоксичным ванилином, 
с комплексной оценкой механических, антибак-
териальных свойств и стабильности материала, 
представляет значительный интерес и является ма-
лоизученной областью. Использование ванилина 
в качестве сшивающего агента позволяет избежать 
проблем, связанных с токсичностью традицион-
ных сшивателей (таких как глутаровый альдегид 
или эпихлоргидрин), что критически важно для 
создания биосовместимых материалов медицин-
ского назначения.

Цель настоящей работы — получение методом 
криоструктурирования макропористого материала 
на основе хитозана с последующей сшивкой с ис-
пользованием малотоксичного сшивающего агента 
(ванилина), а также изучение его практически 
значимых для медицинских изделий свойств —  
набухаемости, антибактериальной активности, 
санитарно-химической чистоты и устойчивости к 
воздействию стерилизующих доз ионизирующего 
излучения.

МЕТОДИКА
В работе были использованы следующие мате-

риалы и реактивы: хитозан пищевой кислоторас-
творимый (степень деацитилирования, СД, 97 %, 
молекулярная масса ~200 кДа, ООО «Биопрогресс», 
Россия); ванилин (Thermo Fisher Scientific, США); 
кислота уксусная («Реахим», Россия), агар-агар 
бактериологический (сила геля более 800 г/см², 
«Диаэм», Россия); пептон сухой ферментативный 
(ГОСТ 13805-75), агаризованная питательная среда 
№8 ГРМ ТУ 9398-008-78095326-2007 (ГНЦ ПМБ, 
Россия). Другие материалы и растворители квали-
фикации «хч» и «чда» («Русхим», Россия) исполь-
зовали без дополнительной очистки.

Штаммы Staphylococcus aureus FDA-209P и 
Staphylococcus epidermidis ВКПМ-В-12635 получе-
ны из Всероссийской коллекции промышленных 
микроорганизмов НИЦ «Курчатовский институт» 
(Россия). Штаммы поддерживали и размножали в 
пробирках на скошенной 2% агаризованной пита-
тельной среде №8 ГРМ. Культивирование штаммов 
осуществляли в термостате при температуре 32 ±  
± 2 °С в течение 24 ч.

Получение макропористого гидрогелевого матери-
ала на основе хитозана. Пористый сшитый материал 
получали по методике, включающей криострукту-
рирование реакционной системы с последующей 
термической сшивкой. В качестве исходного поли-

мера использовали высокомолекулярный хитозан с 
ММ около 200 кДа. Вначале готовили 2%-ный рас-
твор хитозана в 1%-ном водном растворе уксусной 
кислоты путем перемешивания системы на маг-
нитной мешалке IKA RCT basic (IKA-Werke GmbH 
& Co., Германия) в течение 2 ч при температуре  
80 °C до получения гомогенного раствора. Полу-
ченный раствор охлаждали до комнатной темпе-
ратуры и диализовали против дистиллированной 
воды (диализные мешки, Thermo Fisher Scientific, 
США, с отсечкой по молекулярным массам 6 кДа) 
до значения pH раствора 5,4 –5,6. В очищенный 
таким образом от уксусной кислоты раствор при 
температуре 80 °C и постоянном перемешивании 
(500 об./мин) вносили 3-метокси-4-гидрокси-
бензальдегид (ванилин) в массовом соотношении 
хитозан : ванилин 2:1 с последующим перемеши-
ванием в течение 30 мин до полного растворения 
ванилина.

Полученную гомогенную систему разливали 
в стеклянные формы и замораживали при -18 °C 
в морозильной камере Beko RCNK 270E20 (Beko 
PLC, Турция) в течение 24 ч. Затем заморожен-
ные образцы высушивали в лиофильной сушилке 
Martin Christ Beta 1-8 LDplus (Martin Christ GmbH, 
Германия) 96 ч для получения нековалентно стаби-
лизированного пористого каркаса. Заключитель-
ный этап химического сшивания проводили путем 
термической обработки лиофилизированных 
образцов в сушильном шкафу SNOL 58/350 (UAB 
“Snol”, Литва) при температуре 90 °C в течение 3 ч, 
что обеспечивало образование поперечных связей 
между аминогруппами хитозана и альдегидными 
группами ванилина. Конечный продукт представ-
лял собой легкий механически стабильный пори-
стый материал, который хранили в эксикаторе до 
дальнейших исследований.

Изучение равновесной набухаемости образцов. 
Влагопоглощение макропористого материала 
изучали гравиметрическим методом в дистилли-
рованной воде (ГОСТ Р 56762–2015). Результаты 
оценивали по величине влагопоглощения М (г/г), 
которое рассчитывали по формуле (1):

0

0

�
� � ,im m

M
m
−=

 

где mi — текущее значение массы образца, г;  
m0 — масса сухого образца, г.

Изучение морфологии поверхности образцов. 
Морфологию поверхности образцов материала в 
набухшем состоянии изучали при помощи оптиче-
ской микроскопии (оптический микроскоп Nikon 
SM Z100, снабженный цифровой камерой).

Обработку полученных микрофотографий и 
оценку размера наблюдаемых пор проводили при 
помощи программного комплекса TopView 4.12. 
Диаметр эквивалентной сферы определяли соглас-
но выражению:

(1)
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	 э ,d a b= ⋅
где a, b — радиусы эллипса с площадью поры. 

Проводилась обработка не менее трех микро-
фотографий для каждого образца. Количество 
обработанных пор на каждой микрофотографии 
было не менее 100. По результатам, в соответствии 
с принятой методикой, строили гистограммы рас-
пределения пор по размерам. 

Средний диаметр пор определяли по формуле:

 э,0
ср ,

N
ii

d
d

N
==

∑
 

где dэ,i — эквивалентный диаметр поры; N — общее 
число пор.

Изучение механических свойств образцов. Изме-
рения проводили для образцов цилиндрической 
формы (диаметр ~20 мм, высота ~30 мм). Перед из-
мерением образцы помещали в дистиллированную 
воду для набухания. 

Компрессионные модули Юнга образцов, 
полностью погруженных в воду, определяли с 
помощью автоматического анализатора текстуры 
ТА-Plus (Lloyd Instruments Ltd., Великобритания) 
из прямолинейных участков зависимости кривой 
напряжения при скорости одноосного приложе-
ния нагрузки 0,5 мм/мин. Измерения проводили 
до достижения 30- и 80-процентной деформации 
образца. Модули упругости определяли минимум 
для трех параллельных образцов, полученные ре-
зультаты усредняли.

Оценка антимикробной активности. Антими-
кробную активность материала оценивали по 
степени ингибирования роста тест-штаммов в 
присутствии материала (Staphylococcus aureus FDA-
209P и Staphylococcus epidermidis ВКПМ-В-12635) в 
жидкой питательной среде № 8 ГРМ по сравнению 
с контролем. В качестве контроля оценивали рост 
тест-штаммов в жидкой питательной среде № 8 
ГРМ без внесения в среду материала.

Для исследований использовали готовую 
сухую питательную среду № 8 ГРМ ТУ 9398-008-
78095326-2007, ГНЦ Прикладной микробиологии 
и биотехнологии (Оболенск, Россия).

Рост клеток тест-штаммов Staphylococcus 
aureus FDA-209P и Staphylococcus epidermidis 
ВКПМ-В-12635 в жидкой питательной среде 
определяли спектрофотометрическим методом по 
величине оптической плотности бактериальной 
суспензии [28]. Измерения проводили на спек-
трофотометре UNICO 1200 (Unico, США) при λ= 
=600 нм в кюветах с длиной светового пути 10 мм.

Степень ингибирования роста тест-штаммов в 
присутствии материала после 24-часовой инкуба-
ции рассчитывали по формуле (4):

( )  к о

к

100
степень ингибирования

D D

D

− ×
= ,

 

где Dк — значение оптической плотности бакте-
риальной суспензии в контроле, Dо — значение 
оптической плотности бактериальной суспензии в 
присутствии материала.

Стерилизация образцов. Стерилизацию материа-
ла проводили на установке с рентгеновской труб-
кой 5БХВ6-W с неполной защитой от неиспользу-
емого рентгеновского излучения, с одним рабочим 
пучком излучения. Мощность дозы по дозиметру 
Фрикке равнялась 3 Гр/с. Рабочие параметры 
трубки: сила тока I =50 мА и напряжение U=40 кВ.  
Облучение в дозе 12 кГр и 25кГр проведено при 
времени воздействия рентген-лучей 33,3 минуты. 
Доза рассчитывалась как время облучения (с) х 
мощность поглощенной дозы [29, 30].

Проверку на стерильность образцов проводили 
в соответствии с ОФС 1.2.4.003.15 Стерильность ГФ 
РФ XIV.

Санитарно-химические исследования. Исследо-
вания были направлены на выявление химических 
соединений, способных мигрировать из материала 
изделия в модельные среды, включая потенциально 
токсичные примеси, остаточные реагенты и добав-
ки. В ходе работы было проведено определение pH 
водной вытяжки по ГОСТ 31209-2003; определение 
показателя ультрафиолетового поглощения по 
ГОСТ 31209-2003; определение показателя вос-
становительных примесей по ГОСТ 31209-2003; 
определение содержания тяжелых элементов ме-
тодом атомно-абсорбционной спектрометрии по 
ГОСТ 31870-2012; фотометрическое определение 
содержания формальдегида по ГОСТ Р 55227-2012; 
фотометрическое определение содержания бора по 
РД 52.24.389-2011; определение содержания элемен-
тов методом инверсионной вольтамперометрии по 
ГОСТ 31866-2012; определение летучих органиче-
ских соединений по МУК 4.1.3166-14.

Статистическая обработка. Для статистической 
обработки экспериментальных данных использо-
вали методы описательной статистики с помощью 
программы Microsoft Excel (пакет Microsoft Office 
2016). Результаты представлены в виде среднего 
арифметического (M) и стандартного отклонения 
(SD). Для оценки достоверности различий между 
группами применяли t-критерий Стьюдента. Раз-
личия считали статистически значимыми при p <  
< 0,05. Объем выборки (n) для каждого эксперимен-
та составлял не менее 3 независимых повторностей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе для получения материала 

на основе хитозана была использована распро-
страненная схема формирования криоструктури-
рованных полимерных материалов [20], заключаю-
щаяся в двухстадийном процессе, на первом этапе 

(2)

(3)

(4)
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которого посредством криогенной обработки и 
сублимационной сушки формируется трехмерный 
макропористый каркас материала (криострук-
турат), а на втором этапе проводится фиксация 
структуры за счет химической сшивки полимерно-
го материала.

Для  проведения этих двух этапов готовили и 
очищали раствор хитозана, к которому добавляли 
сшивающий агент — ванилин. В отличие от исполь-
зуемых в основном для сшивки хитозана диальде-
гидов или эпихлоргидрина [31], ванилин является 
малотоксичным соединением, что исключительно 
важно при получении материалов медико-биологи-
ческого назначения. Значительным ограничением, 
не позволяющим в широких пределах варьировать 
концентрацию реакционной системы, является 
ограниченная растворимость ванилина в воде при 
комнатной и пониженных температурах, а также 
его сравнительно малая реакционная способ-
ность. Эти особенности требуют использования 
значительных относительно сшиваемого хитозана 
количеств ванилина для формирования нераство-
римых структур, характеризующихся приемлемой 
механической прочностью. В серии предваритель-
ных экспериментов было установлено, что макси-
мально возможная концентрация хитозана в реак-
ционной системе при минимально необходимом 
массовом соотношении хитозан/ванилин 1 : 2 не 
превышала 2 %  по массе. Поскольку механическая 
прочность формируемого материала находилась в 
прямой зависимости от концентрации полимера, 
именно эти предельные концентрация и соотно-
шение реагентов и использовались для получения 
исследованных в работе образцов макропористых 
материалов. 

Стоит отдельно отметить, что при таких кон-
центрациях реагентов, даже несмотря на то, что 
при растворении ванилина использовалось нагре-
вание раствора до 80 °C, в растворе не происходило 
формирования наблюдаемых визуально сшитых 
структур. Иными словами, можно утверждать, что 
трехмерная сшитая полимерная сетка формирова-

лась лишь на финальной стадии фиксации струк-
туры сублимированного криоструктурата, для по-
лучения которого раствор полимера, содержащий 
сшивающий агент, замораживали при температуре 
минус 18 °С и сушили сублимационно. 

Структуру полученного криоструктурата фик-
сировали нагревом до 90 °С в течение 3 ч (сушиль-
ный шкаф SNOL 58/350, UAB, “Snol”, Литва). При 
этом происходила химическая сшивка макромо-
лекулярных цепей полимера ванилином за счет 
образования оснований Шиффа (рис. 1). 

Общая схема получения макропористого мате-
риала представлена на рис. 2.

Важной характеристикой материалов, контак-
тирующих с внутренними средами живых орга-
низмов, является морфология их поверхности и, 
в частности, их пористость. На сегодняшний день 
наличие в материале системы связанных между 
собой пор считается необходимым условием для 
обеспечения эффективного роста, миграции и пи-
тания клеток. Помимо наличия сообщения между 
порами материала большое значение имеет и их 
размер. Например, недостаточно крупный размер 
пор снижает миграцию клеток, в конечном итоге 
приводя к формированию клеточной капсулы 
вокруг имплантированного материала или изделия 
на его основе. Это, в конечном итоге, снижает 
диффузию к клеткам, находящимся в объеме им-
плантата, питательных веществ и удаление про-
дуктов их жизнедеятельности. С другой стороны, 
избыточный объем пор ведет к малой площади 
внутренней поверхности, ограничивая тем самым 
возможность клеточной адгезии. В настоящее вре-
мя, из литературных данных, оптимальными для 
использования в тканевой инженерии считаются 
матриксы с размером пор от 20 до 1500 мкм. Для 
материалов, используемых для регенерации кожи и 
лечения ран в качестве оптимального, обеспечива-
ющего достаточные клеточную активность и жиз-
неспособность, называется размер пор, лежащий в 
интервале от 20 до 120 мкм [32]. 

Основание Шиффа

Ванилин

Водородные 
связи

Хитозан

Рис. 1. Схема поперечного сшивания цепей хитозана ванилином с образованием основания Шиффа
Fig. 1. Scheme of cross-linking of chitosan chains with vanillin to form a Schiff base
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Для изучения морфологии поверхности полу-
ченных гидрогелей в данной работе использовалась 
оптическая микроскопия. Количественная обра-
ботка микрофотографий образцов синтезирован-
ных полимерных гидрогелей проводилась путем 
выбора эквивалентного радиуса поры с площадью, 
равной площади обрабатываемой поры. Поиск 
этого оптимума происходил визуально с исполь-
зованием средств, предоставляемых программным 
обеспечением для обработки электронных фото-
графий TopView. 

Пример типичных микрофотографий получен-
ных полимерных гидрогелей хитозана представлен 
на рис. 3. Как можно видеть, образцы материала со-
держали систему крупных пор размером в десятки 
микрометров. Для типичного образца, представ-

ленного на фото, средний размер эквивалентного 
диаметра пор составлял порядка 56,7 мкм, размер 
75 % пор находился в интервале значений от 30 до 
70 мкм. Большая часть пор в изученных образцах 
гидрогелей представляла собой умеренно вытяну-
тые поры с формой, близкой к эллиптической, со 
средним соотношением между наибольшим и наи-
меньшим диаметром 3 к 2 (средний эксцентриситет 
порядка 0,73). Поскольку в данной работе не ста-
вилась задача получения материалов с различной 
пористостью и характером распределения пор по 
размерам, то замораживание реакционной систе-
мы проводилось при одинаковых для всех образцов 
условиях, а наблюдаемая картина была характерна 
для всех изученных образцов материала. 

Рис. 2. Схема (этапы) получения материала: 1 ― раствор хитозана (pH 2,9); 2 ― диализ (pH 5,4); 3 ― смешивание с 
ванилином; 4 ― замораживание (при минус 18 ºС); 5 ― лиофильная сушка в течение 4 сут; 6 ― нагрев при 90ºС в течение 
3 ч; 7 ― готовый продукт (материал)
Fig. 2. Scheme (stages) for obtaining the material: 1 ― chitosan solution (pH 2.9); 2 ― dialysis (pH 5.4); 3 ― mixing with vanillin;
4 ― freezing (at minus 18°C); 5 ― lyophilization for 4 days; 6 ― heating at 90°C for 3 hours; 7 ― finished product (material)
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Рис. 3. Микрофотография образца материала в набухшем состоянии (а) и диаграмма распределение его пор по размерам (б)
Fig. 3. Micrograph of a sample of the material in a swollen state (a) and a diagram of its pore size distribution (b)
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Поскольку одной из наиболее очевидных об-
ластей практического применения полученного 
макропористого материала в областях, связанных 
с медициной, являлось его использование в каче-
стве основы для раневых покрытий, представляла 
интерес оценка его влагопоглощающей способно-
сти. Полученные результаты такого эксперимента 
приведены на рис. 4.

Рис. 4. Динамика влагопоглощения макропористого 
материала на основе хитозана при концентрации хи-
тозана в реакционной смеси 2 % и массового соотно-
шения хитозан/ванилин – 1/2
Fig. 4. Dynamics of water absorption of a macroporous chi-
tosan-based material at a chitosan concentration in the reac-
tion mixture of 2% and a chitosan/vanillin mass ratio of 1/2

Как можно видеть, полученный материал ха-
рактеризовался высокой скоростью набухания, ко-
торое, в основном, завершалось всего за несколько 
минут. Этот факт обусловлен наличием продемон-
стрированной выше системы связанных между 
собой пор, занимающих основной объем образца. 

Наличие пористой структуры обуславливало и 
характерный вид зависимостей «нагружение-де-
формация», полученных при одноосном сжатии 
набухших и находящихся в водной среде образцов 
материалов. Как можно видеть из приведенной 
типичной зависимости (рис. 5), на кривой имеется 
два явно выраженных участка. На первом участке 
происходит вытеснение свободной воды из макро-
пор материала, а на втором при высоких степенях 
деформации начинает в заметной степени прояв-
ляться упругая деформация материала, образую-
щего стенки пор. Модули Юнга, определенные на 
этих участках, составляли порядка 3,8 и 192 кПа, 
соответственно. 

Стоит отметить, что полученные значения мо-
дулей упругости образцов пористых гидрогелей не 
позволили оценить упругость непосредственно их 
полимерной матрицы и являлись «кажущимися», 
поскольку, даже при их значительной одноосной 
деформации (из-за наличия развитой пористой 
структуры образца), упругая деформация их поли-
мерной части оставалась весьма незначительной. 
Таким образом, реальные эластические свойства 

полимерного материала, непосредственно контак-
тирующего при его практическом использовании с 
клетками и иными биологическими объектами, мо-
гут быть на несколько порядков выше «кажущихся» 
модулей, определенных для пористых гелей. Подоб-
ная картина характерна для всех макропористых  
полимерных гидрогелей, имеющих открытую 
пористость. В то же время, несмотря на то, что 
определенные модули являлись «кажущимися», их 
численные значения давали общее представление 
о механических свойствах полученных материалов 
и поэтому могли быть полезны для оценки пер-
спектив разработанного материала с позиций их 
возможного практического применения в составе 
изделий медицинского назначения. 

Рис. 5. Диаграмма напряжения при одноосном сжа-
тии образца макропористого материала на основе 
хитозана при концентрации хитозана в реакционной 
смеси 2 % и массового соотношения хитозан/вани-
лин ― 1/2: 1 ― нагружение; 2 ― снятие нагрузки
Fig. 5. Stress diagram for uniaxial compression of a sample 
of a macroporous material based on chitosan with a chitosan 
concentration in the reaction mixture of 2% and a chitosan/
vanillin mass ratio of 1/2: 1 ― loading; 2 ― unloading

Полученные значения «кажущихся» модулей 
упругости находились в диапазоне, характер-
ном для других гидрогелей на основе хитозана, 
описанных в литературе. Например, в работе [3] 
сообщалось о модуле сжатия порядка 150-250 кПа 
для хитозановых криогелей, что хорошо согласо-
вывалось с  полученным в работе результатом для 
области высоких деформаций (192 кПа). Известно, 
что механические свойства подобных материалов 
сильно зависят от концентрации полимера, типа 
сшивателя и параметров синтеза [33], что объясня-
ет широкий разброс литературных данных. Важно 
отметить, что полученные в работе значения 
модулей упругости примерно соответствовало зна-
чениям модулей упругости соответствующих био-
логических тканей организма [34], что указывало 
на хороший потенциал материала для применения 
в контакте с подобными средами без риска вызвать 
механическое повреждение.
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Как было отмечено выше, наличие у материала 
медико-биологического назначения собственной 
антимикробной активности является значитель-
ным преимуществом, поскольку не только спо-
собствует его микробиологической безопасности, 
но и может существенно повысить эффективность 
медицинских изделий на его основе. 

Известно, что хитозан проявляет антимикроб-
ную активность в отношении широкого спектра 
микроорганизмов [35, 36]. Известно также, что 
антимикробная активность хитозана зависит 
как от его физико-химических свойств (молеку-
лярной массы и степени деацетилирования), так 
и от источника его получения, концентрации в 
препарате и кислотности окружающей материал 
среды [37–40]. Поэтому представляло интерес ис-
следовать антимикробную активность криострук-
турированного пористого материала из хитозана, 
сшитого ванилином.

Для оценки антимикробной активности полу-
ченного материала тест-штаммы микроорганизмов 
Staphylococcus aureus FDA-209P и Staphylococcus 
epidermidis ВКПМ-В-12635 предварительно выра-
щивали в пробирках на скошенной агаризованной 

среде № 8 ГРМ в течение 24 ч при температуре 32 
± 2 °С. Из выросших 24-часовых культур были при-
готовлены бактериальные суспензии в физиологи-
ческом растворе (инокулят). Концентрация клеток 
составляла 0,5 по шкале МакФарланда, которую 
определяли визуальным методом, сравнивая со 
стандартом мутности, приготовленным на основе 
хлорида бария и серной кислоты (ОФС.1.7.2.0008.15 
ГФ РФ XIV).

Затем в колбы с 50 мл жидкой питательной 
среды № 8 ГРМ вносили 0,5 мл приготовленной 
бактериальной суспензии (инокулят) тест-культур 
Staphylococcus aureus FDA-209P и Staphylococcus 
epidermidis ВКПМ-В- 12635. В опытные колбы 
дополнительно вносили образцы материала в 
количестве 0,1 г. В контрольные колбы материал 
не вносили. Засеянные колбы инкубировали 
в термостате при 32 ± 2 °С в течение 24 ч. Рост 
тест-штаммов оценивали по величине оптической 
плотности бактериальной суспензии, измеренной 
на спектрофотометре UNICO 1200 при λ=600 нм в 
кюветах с длиной светового пути 10 мм. Результаты 
исследований представлены в табл. 1.

Таблица 1. Антибактериальная активность материала на основе хитозана в отношении тест-штаммов 
Staphylococcus aureus FDA-209P и Staphylococcus epidermidis ВКПМ-В-12635

Table. 1.  Antibacterial activity of chitosan-based material against test strains of Staphylococcus aureus FDA-209P and 
Staphylococcus epidermidis VKPM-B-12635

Образец

Рост тест-штаммов, ед. ОП Ингибирование роста тест-штамма, %

Staphylococcus  
aureus

Staphylococcus 
epidermidis

Staphylococcus  
aureus

Staphylococcus 
epidermidis

Контроль 1,15±0,13 2,57±0,12 – –

Образец материала 0,87±0,10 2,65±0,11 24,3% –

В условиях эксперимента была обнаружена ан-
тибактериальная активность пористого материала, 
полученного на основе криоструктурированного 
хитозана, сшитого ванилином, в отношении 
тест-штамма Staphylococcus aureus. Степень ингиби-
рования роста штамма в жидкой питательной среде 
№ 8 ГРМ в присутствии образцов материала соста-
вила 24 %. При этом активность роста тест-штамма 
Staphylococcus epidermidis в аналогичных условиях 
не изменялась. 

Обнаруженная избирательная антибактериаль-
ная активность материала в отношении S. aureus 
при отсутствии влияния на рост S. epidermidis может 
быть объяснена особенностями строения клеточ-
ных стенок этих микроорганизмов [41]. Ключевым 
фактором являлось разное электростатическое 

взаимодействие катионного полимера хитозана 
с отрицательно заряженными компонентами по-
верхности бактериальных клеток, в первую очередь 
— тейхоевыми кислотами.  У S. aureus высокий от-
рицательный заряд тейхоевых кислот, связанный с 
их модификацией D-аланином, обеспечивал более 
эффективное взаимодействие с катионными груп-
пами хитозана, приводя к большей дестабилизации 
клеток [42]. В то же время S. epidermidis, являясь 
коагулаза-негативным стафилококком, имела 
иное строение клеточной поверхности, делающее 
поверхностный заряд слабее, а наличие выражен-
ного гликокаликса создавало дополнительный 
физико-химический барьер для взаимодействия с 
хитозаном, что снижало его бактерицидную актив-
ность и делало S. epidermidis менее восприимчивым 
к действию полученного материала [43]. Степень 
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ингибирования роста S. aureus (~24 %) была уме-
ренной и сопоставимой с данными для других 
сшитых форм хитозана [44, 45], что указывало на 
сохранение антимикробного потенциала полимера 
после его модификации ванилином. Известно, что 
химическое сшивание может несколько снижать 
плотность положительных зарядов на поверхности 
материала по сравнению с нативным хитозаном, 
что также может влиять на конечную антибактери-
альную эффективность [46].

Уровень антибактериальной активности 
пористого сшитого ванилином криоструктури-
рованного хитозана позволяет предположить воз-
можность его применения в некоторых областях. 
Избирательная антибактериальная активность 
материала в отношении отдельных видов бактерий 
р. Staphylococcus дает основание рассматривать 
полученный материал в качестве дополнительного 
средства для нормализации состава микробиоты 
кожи в терапии кожных заболеваний, при которых 
отмечается резкое увеличение количества бактерий 
вида Staphylococcus aureus [47, 48]. 

Обнаруженная антимикробная активность мате-
риала в отношении Staphylococcus aureus может также 
представлять интерес для хирургических отделений 
в качестве перевязывающего материала для сдер-
живания развития послеоперационных инфекций, 
когда преобладающим видом в микробном пейзаже 
являются бактерии рода Staphylococcus [49].

Ключевым аспектом, определяющим возмож-
ность практического применения того или иного 
материала медико-биологического назначения, 
является его стабильность к воздействию основных 
стерилизующих факторов, используемых в про-
мышленности, в первую очередь ионизирующего 
излучения. В связи с этим изучалась возможность 
радиационной стерилизации полученных образцов 
материала. Стерилизацию проводили посредством 
воздействия рентгеновского излучения [29]. Доза 
облучения составляла 12 кГр и 25 кГр.

При выборе режима стерилизации были 
проведены предварительные исследования по 
определению бионагрузки материала перед облу-
чением, в результате которых было установлено, 
что бионагрузка образца материала составила 900 
КОЕ/г. В соответствии с ГОСТ ISO 11137-2-2011, 
для обеспечения стерильности продукта требуемое 
значение дозы облучения находилось в диапазоне 
10,8 до 24,7 кГр.

Стерильность образцов после облучения про-
веряли в соответствии с ОФС 1.2.4.003.15 «Сте-
рильность» ГФ РФ XIV методом прямого посева 
в жидкую питательную среду следующего состава 
(г/л): пептон — 10,0; дрожжевой экстракт — 5,0; 
NaCl — 5,0; рН среды — 6,8–7,0. 

Отсутствие помутнения среды через 14 сут инку-
бирования подтвердило стерильность исследуемых 
образцов (рис. 6). 

Рис. 6.  Внешний вид исследуемых образцов мате-
риала основе хитозана, сшитого ванилином, через  
14 сут инкубирования: а ― контроль (питательная 
среда), б ― доза облучения, 12 кГр, в ― доза облу-
чения 25 кГр
Fig. 6.  Appearance of the studied samples of chitosan-
based material cross-linked with vanillin after 14 days 
of incubation: a ― control (nutrient medium), b ― 
radiation dose, 12 kGy, c ― radiation dose, 25 kGy

 Также была проведена санитарно-химическая 
оценка образцов макропористого материала до 
и после воздействия ионизирующего облучения. 
Для этого были проведены исследования, направ-
ленные на определение параметров, регламенти-
рующих химическую безопасность медицинских 
изделий при контакте с организмом человека. Все 
испытания выполнены в соответствии с установ-
ленными нормативами, включая ГОСТ 31209-2003, 
ГОСТ Р 55227-2012, РД 52.24.389-2011, ГОСТ  
Р 52770-2023, МУК 4.1.3166-14 и другими отрасле-
выми методиками.

Измерение рН водных вытяжек, показателей 
ультрафиолетового поглощения водных вытяжек 
и обнаружение наличия в них восстановительных 
примесей не выявило статистически значимых раз-
личий этих характеристик у «исходных» образцов 
и образцов после облучения. Также практически 
неизменными оставались и модули упругости на-
бухших образцов, определяемые при одноосном 
сжатии, а также значения равновесной набуха-
емости. Как показали проведенные измерения, 
значения модулей упругости для облученных об-
разцов при дозе 12 кГр составили 3,6 ± 0,3 и 185 ± 
21 кПа, а при дозе 25 кГр — 3,7 ± 0,4 и 198 ± 24 кПа, 

     

(а) (б) (в)
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равновесной степени набухания же — 10,5 ± 1,4 и 
10,2 ± 1,7 г/г соответственно, что статистически не 
отличалось (p > 0,05) от показателей необлученных 
образцов (3,8 ± 0,3 и 192 ± 27 кПа и 10,1 ± 1,4 г/г 
соответственно), что свидетельствовало о стабиль-
ности материала при воздействии стерилизующего 
облучения при дозах до 25 кГр.

Таким образом, в результате был разработан 
и охарактеризован макропористый материал на 
основе хитозана, сшитого ванилином. Проде-
монстрировано, что метод криоструктурирования 
позволяет получать материал с развитой системой 

пор, высокой скоростью набухания и приемлемы-
ми механическими свойствами. Установлена из-
бирательная антибактериальная активность мате-
риала в отношении Staphylococcus aureus. Показана 
стабильность ключевых характеристик материала 
после стерилизации ионизирующим излучением в 
дозах до 25 кГр. Полученные результаты подтвер-
ждают перспективность разработанного материала 
для использования в качестве основы для раневых 
покрытий и изготовления других медицинских 
изделий.
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