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Совершенствование технологии получения 
низкомолекулярного хитозана в условиях 
регулируемого ферментативного 
расщепления
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Представлены экспериментальные данные по совершенствованию технологии про-
изводства регулируемого ферментативного расщепления хитозана для получения его низкомолеку-
лярных производных. Экспериментальные исследования проводили в условиях кафедры диагностики 
болезней, терапии, акушерства и репродукции животных Московской государственной академии ве-
теринарной медицины и биотехнологий — МВА им. К.И. Скрябина и на базе Всероссийского научно- 
исследовательского и технологического института биологической промышленности.

Методы. В качестве сырья для получения новых модификаций хитозана использовали кислотораство-
римый хитозан из панциря камчатского краба (ММ 700 кДа, СДА 85%), сукцинат хитозана (ММ 330 кДа, 
СЗ 75,2 %), хитозан низкомолекулярный пищевой (гидрохлорид) (ММ 50 кДа), хитозан гелевый  
(2%-ный раствор в 2%-ной уксусной кислоте).

Результаты. В результате эксперимента были подобраны технологические параметры получения низ-
комолекулярного хитозана методом ферментативного гидролиза.
Достоверно наблюдалось наибольшее снижение динамической вязкости хитозана в опытно-промыш-
ленной серии II (в 29,3 раза), а опытно-промышленных серий I и III — в 6,9 и 10,6 раза соответственно. 
В результате ферментативного гидролиза хитозана в опытно-промышленной серии II удалось снизить 
молекулярную массу с 700 до 24 кДа, а в сериях I и III — до 102 и 66 кДа. 
На основании результатов исследований разработана, апробирована и предложена для промышлен-
ного применения технологическая схема получения низкомолекулярных производных хитозана мето-
дом ферментативного гидролиза, разработаны технические условия.

Ключевые слова: низкомолекулярный хитозан, ферментативный гидролиз, ферментный препарат, 
молекулярная масса, динамическая вязкость, молекулярно-массовые характеристики, технологиче-
ские параметры 
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Improving the technology for obtaining of low 
molecular weight chitosan under conditions of 
controlled enzymatic cleavage
ABSTRACT
Relevance. Annotation. Experimental data on improving the production technology of regulated enzymatic 
cleavage of chitosan to obtain its low-molecular derivatives are presented. Experimental studies were carried 
out in the conditions of the Department of Disease Diagnostics, Therapy, Obstetrics and Animal Reproduction 
of the Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology — MVA named after K.I. Skryabin 
and on the basis of the All-Russian Research and Technological Institute of the Biological Industry.

Methods. Acid-soluble chitosan from king crab shell (MM 700 kDa, SDA 85%), chitosan succinate 
(MM 330 kDa, SZ 75.2%), low-molecular food chitosan (hydrochloride) (MM 50 kDa) were used as raw materials 
for obtaining new modifications of chitosan, gel chitosan (2% solution in 2% acetic acid) manufactured by 
Bioprogress LLC.

Results. As a result of the experiment, the technological parameters of obtaining low-molecular chitosan by 
enzymatic hydrolysis were selected.
The greatest decrease in the dynamic viscosity of chitosan was reliably observed in the pilot-industrial series 
II (by 29.3 times), and the pilot-industrial series I and III — by 6.9 and 10.6 times, respectively. As a result 
of enzymatic hydrolysis of chitosan in the pilot series II, it was possible to reduce the molecular weight from 700 
to 24 kDa, and in series I and III — to 102 and 66 kDa.
Based on the research results, a technological scheme for obtaining low-molecular-weight chitosan derivatives 
by enzymatic hydrolysis has been developed, tested and proposed for industrial use, technical conditions have 
been developed.

Key words: low molecular weight chitosan, enzymatic hydrolysis, enzyme preparation, molecular weight, 
dynamic viscosity, molecular weight characteristics, technological parameters
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Введение/Introduction 
Достижения биотехнологического прогресса — полу-

чение, изучение и внедрение в практику биополимеров 
хитозана и его производных. Особое внимание и важней-
ший интерес для перспективных применений хитозана 
представляют его низкомолекулярные формы [1]. В про-
мышленных масштабах такие низкомолекулярные сое-
динения получают методом химического или фермента-
тивного гидролиза с хорошо известными ограничениями 
и недостатками, присущими этим технологиям [2]. 

Вопросу гидролиза хитозана, в том числе и фермен-
тативного, в последнее время уделяется достаточно 
много внимания [3]. 

Преимущества ферментативного гидролиза, кото-
рый проводят в гомогенной среде, — возможность до-
стижения большого выхода олигосахаридов и малая 
степень реацетилирования. Для гидролиза использу-
ют как специфический для хитозана фермент хитина-
зу, так и неспецифические: коллагеназу, целловиридин, 
трипсин, пепсин, липазу1 [4]. Отмечается как сам факт 
проявления активности некоторых ферментов по отно-
шению к хитозану, так и различного рода эффекты, со-
провождающие данный процесс [5]. 

Применение ферментного препарата дает возмож-
ность регулировать молекулярную массу хитозана в ши-
роких пределах, изменяя такие параметры процесса, 
как длительность, рН и температура, но рациональным 
представляется регулирование молекулярной массы 
хитозана нормой внесения ферментативного препара-
та2 [6].

Некоторые из этих препаратов проявляют гидролити-
ческую активность (такую же, как хитиназы), а ряд про-
теаз даже более эффективно деполимеризуют хитозан 
по сравнению с препаратами хитиназ [7]. Между тем во-
прос о причине воздействия неспецифических фермен-
тов на хитозан до сих пор остается открытым [8]. По-
скольку его свойства чрезвычайно сильно зависят от 
молекулярной массы, поэтому изучение закономерно-
стей гидролиза хитозана представляет актуальную про-
блему в связи с производством и использованием раз-
личных продуктов на их основе [9]. 

Совершенствование химических способов перера-
ботки хитинсодержащего сырья и разработка новых 
технологий требуют детального изучения механизмов 
гидролиза хитозана в кислых и щелочных условиях и 
установления основных закономерностей этих превра-
щений3 [10].

Низкомолекулярный хитозан и его производные 
представляют значительный интерес в качестве пре-
паратов для профилактики и лечения заболеваний, вы-
званных различными нарушениями иммунной системы, 
острыми или хроническими воспалительными процес-
сами в организме4 [11]. Поэтому исследования по со-
зданию новых, более совершенных, экономичных и эко-
логически безопасных технологий получения хитозана и 
его модификаций являются актуальными и имеют важ-
ное практическое значение [12].

Цели. исследования — подобрать технологические 
параметры получения низкомолекулярного хитозана, 

установить достоверное снижение динамической вяз-
кости, определить молекулярно-массовые характери-
стики и физико-химические показатели в опытно-про-
мышленных сериях.

 
Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Экспериментальные исследования проведены в 

2022 году на кафедре диагностики болезней, тера-
пии, акушерства и репродукции животных Московской 
государственной академии ветеринарной медицины 
и биотехнологий — МВА им. К.И. Скрябина и на базе 
Всероссийского научно-исследовательского и техноло-
гического института биологической промышленности  
(г. Щелково, Московская обл., Россия).

Для проведения ферментативного гидролиза ис-
пользовали препарат «Целловиридин Г20Х» (завод био-
логических препаратов, г. Бердск, Россия) на основе 
штамма Trichodermareesei. 

Для получения новых модификаций хитозана ис-
пользовали кислоторастворимый хитозан из панциря 
камчатского краба (ММ 700 кДа, СДА 85%), сукцинат 
хитозана (ММ 330 кДа, СЗ 75,2%), хитозан низкомоле-
кулярный пищевой (гидрохлорид) (ММ 50 кДа), хитозан 
гелевый (2%-ный раствор в 2%-ной уксусной кислоте) 
(«Биопрогресс», Россия. 

Измерение рН проводили потенциометрическим ме-
тодом, для этого использовали рН-метры, ионометры 
марки И-160 МИ и рН-метр MP-220 Basic pH/mV/°C 
(Mettler-Toledo GmbH, Швейцария). 

Для проведения эксперимента были изготовлены 
три опытно-промышленные серии низкомолекулярно-
го хитозана. В каждой из этих серий использовали ис-
ходный хитозан в количестве 2 кг, отличающийся по 
фермент-субстратному соотношению компонентов ре-
акции: I серия — 1:100, II серия — 1:10, III серия — 1:50.

В качестве контроля использовали две пробы хито-
зана: К1 — исходный препарат хитозана; К2 — препа-
рат хитозана, прошедший те же этапы технологической 
обработки, что и опытно-промышленные серии, но без 
фермента.

Определение динамической вязкости растворов мо-
дификаций хитозана — на ротационном вискозиметре 
Reotest-2 (RheoTest Messgerate Medingen GmbH, Герма-
ния) в системе коаксиальных цилиндров при скоростях 
сдвига от 3 до 1400 С-1 в соответствии с инструкцией, 
прилагаемой к прибору; молекулярно-массовые харак-
теристики модификаций хитозана — на хроматографе 
высокого давления (Gilson, США), оснащенном инжек-
тором Rheodyne с петлей на 200 мкл и рефрактометри-
ческим детектором GilsonR1, колонкой TKS-GelGMPWXL 
7,8 mmx 30 cm (Tosoh Bioscience, Япония). 

Калибровку системы проводили по набору полиэти-
леноксидных стандартов. Условия анализа: элюент — 
0,2 М, уксусная кислота + ацетат натрия — 0,1 М или 
0,2 М, скорость потока — 1 мл/мин, объем пробы — 
50–100 мкл. Остаточную влажность образцов моди-
фицированного хитозана — высушиванием пробы при  
Т = 105 °С.

1  Апрятина К.В., Горшеин М.К., Смирнова Л.А. Патент РФ RU 2703437 С1. Способ получения низкомолекулярного олигомерного хитозана и его 
производных (от 16.10.2019).
2 Левитин С.В., Денисова Е.В., Сичевой Д.В. Патент РФ. RU 2627540 C1. Способ получения нанокристаллитов низкомолекулярного хитозана 
(08.08.2017). https://elibrary.ru/item.asp
3 Холявка М.Г., Артюхов В.Г., Панкова С.М. 2769243 C1. Способ получения гетерогенного ферментного препарата на основе фицина и 
низкомолекулярного хитозана (29.03.2022). https://elibrary.ru/item.asp 
4 Шагдарова Б.Ц., Лопатин С.А., Коновалова М.В., Ильина А.В., Албулов А.И., Варламов В.П. RU 2627870 C1. Способ получения 
низкомолекулярного хитозана и олигомеров хитозана (14.08.2017). https://elibrary.ru/item 
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Полученные результаты статистически об-
работаны с использованием t-критерия Стью-
дента. Достоверными считали различия при.
р.≤ 0,05. 

Результаты и обсуждение /
Results and discussion
Для изучения зависимости молекулярной мас-

сы получаемого низкомолекулярного хитоза-
на от количества используемого фермента (фер-
мент-субстратное соотношение) проводили при 
следующих параметрах: рН — 5,4, t — 55 °C, про-
должительность ферментолиза — 4 часа. 

В качестве контроля использовали раствор 
хитозана без добавления ферментного препа-
рата.

На рисунке 1 показано, что наиболее дина-
мичное снижение молекулярной массы проис-
ходит в интервале фермент-субстратных соот-
ношений от 1:1000 до 1:50.

Проведение ферментативного гидролиза в 
течение четырех часов при фермент-субстрат-
ном соотношении 1:50 молекулярная масса хи-
тозана снизилась практически в семь раз по 
сравнению с контрольным образцом, что со-
ставляет 100 кДа. 

Проводимое осаждение низкомолекулярно-
го хитозана при рН 9–10 позволяет получить вы-
ход целевого продукта на уровне 55–70%, так как 
самые низкомолекулярные фракции остаются в 
растворе и оказываются потерянными. Снижение 
рН до 8 при промывке осадка значительно увели-
чивает потери целевого продукта, так как фрак-
ции с молекулярной массой 5 кДа и ниже приобретают 
растворимость и теряются вместе с фильтратом.

Изучение влияния продолжительности процесса 
ферментолиза на молекулярную массу хитозана про-
водили при фермент-субстратном соотношении 1:100, 
рН — 5,4, t — 55 °C. 
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Рис. 1. Изменение динамической вязкости растворов хитозана в процессе 
ферментолиза в зависимости от фермент-субстратного соотношения

Fig. 1. Changes in the dynamic viscosity of chitosan solutions during enzymatic 
lysis depending on the enzyme-substrate ratio

Рис. 2. Результаты изменения динамической вязкости растворов хитозана в 
зависимости от продолжительности процесса ферментолиза

Fig. 2. Results of changes in the dynamic viscosity of chitosan solutions 
depending on the duration of the fermentolysis process 

Таблица.1..Физико-химические показатели опытно-промышленных серий 
низкомолекулярного хитозана

Table.1..Physical and chemical parameters of pilot series of low molecular weight 
chitosan

Наименование 
показателя К1 К2

Опытно-промышленные серии 
хитозана

I II III

Внешний вид Чешуйки от светло-бежевого до светло-коричневого цвета

Остаточная влажность, % 7,14 ± 0,31 7,86 ± 0,42 8,21 ± 0,05 7,40 ± 0,05* 7,97 ± 0,1

Динамическая вязкость 
1%-ного раствора  
хитозана в 2%-ной 
уксусной кислоте, сПз

1122,2 ± 53,15 669,5 ± 15.3* 162,0 ± 6,18 38,23 ± 3,56* 105,43 ± 4,9

Примечание: * различия достоверны при.р.≤ 0,05.

Таблица.2..Результаты молекулярно-массовых характеристик опытно-
промышленных серий низкомолекулярного хитозана 

Table.2..Results of molecular weight characteristics of pilot series of low molecular 
weight chitosan

№  серии
п/п Мw Мn Мw/ Мn Мр

I 273 650 ± 1893 25 410 ± 467 10,77 ± 12,15 111 960 ± 1248

II 62 450 ± 736* 10 840 ± 350* 5,76 ± 1,43* 34 119 ± 684*

III 181 410 ± 1461* 20 650 ± 428* 8,78 ± 1,15 74 016 ± 896*

Примечание:.*.различия достоверны при.р.≤ 0,05; Мw — средневесовая молеку-
лярная масса, Да; Мn — среднечисловая молекулярная масса, Да; Мw/Мn — молеку-
лярно-массовое распределение; Мр — молекулярная масса на максимуме пика, Да

Процесс ферментолиза осуществляли в течение 
4–21 часа. Каждые два часа отбирали образцы хитозана 
для определения динамической вязкости его раствора. 

В результате исследований процесс ферментоли-
за замедлился через 8–10 часов, о чем свидетельству-

ет почти полное замедление падения ди-
намической вязкости раствора хитозана 
(рис. 2).

Аналогичные результаты получе-
ны и при фермент- субстратном соот-
ношении, равном 1:10. Однако в этих 
условиях снижение динамической вяз-
кости раствора хитозана было бо-
лее значительным — от 679,6 сПз 
исходного раствора до 15,2 сПз через 
21 час гидролиза, то есть достоверное 
снижение в 44,7 раза соответственно.  
Молекулярная масса полученного хито-
зана в этом случае составила 15–16 кДа.

Физико-химические показатели опыт-
но-промышленных серий хитозана пред-
ставлены в таблице 1.

Как видно из данных (табл. 1), наи-
большее снижение динамической вяз-
кости хитозана достоверно наблюда-
лось в опытно-промышленной серии II 
(в 29,3 раза), а опытно-промышленных 
серий I и III — в 6,9 и 10,6 раза соответ-
ственно. В результате ферментативного 
гидролиза хитозана в опытно-промыш-
ленной серии II удалось снизить молеку-
лярную массу с 700 до 24 кДа, а в сериях 
I и III — до 102 и 66 кДа. 
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Хитозан 
кислоторастворимый

 

Растворение

Ферментолиз: рН 5,6; t = +52 oC 
3 часа 

Переосаждение

Фильтрация

Отмывка

Растворение
 

Фильтрация
 

Лиофильная сушка

Расфасовка, упаковка, этикировка

Дистиллированная вода

Соляная кислота

Уксусная кислота 

Раствор 
«Целловиридина Г20Х» 

10%-ный раствор NaOH 

Рис. 3. Блок-схема технологического процесса получения 
низкомолекулярного хитозана

Fig. 3. Block diagram of the technological process for obtaining low 
molecular weight chitosan

В таблице 2 представлены результаты определе-
ния молекулярно-массовых характеристик опытно-про-
мышленных серий низкомолекулярного хитозана, опре-
деленные методом ВЭЖХ.

На основании результатов исследований разработана, 
апробирована и предложена для промышленного приме-
нения усовершенствованная технологическая схема полу-
чения низкомолекулярных производных хитозана методом 
ферментативного гидролиза, разработаны ТУ «Хитозан 
низкомолекулярный»5 (ТУ 9289-038-11734126-15).

Выводы/Conclusion
Показано, что при проведении процесса фермента-

тивного гидролиза хитозана (молекулярная масса — 
700 кДа, СДА — 85%, рН — 5,4, t = 55 °C, продолжитель-
ность — 4 часа) позволяет получить низкомолекулярный 
хитозан с молекулярной массой от 15 до 24 кДа.

Наибольшее снижение динамической вязкости хито-
зана достоверно наблюдалось в опытно-промышлен-
ной серии II (в 29,3 раза), а опытно-промышленных се-
рий I и III — в 6,9 и 10,6 раза соответственно. 

В результате ферментативного гидролиза хитозана 
в опытно-промышленной серии II удалось снизить мо-
лекулярную массу с 700 до 24 кДа, а в сериях I и III — 
до 102 и 66 кДа.

В результате исследований были подобраны тех-
нологические параметры получения низкомолекуляр-
ного хитозана и определены физико-химические по-
казатели опытно-промышленных серий в процессе 
ферментолиза.

5 ТУ 9289-038-11734126-15 Хитозан низкомолекулярный. Разработчик — отдел получения биологически активных веществ ФГБНУ ВНИТИБП. 
А.И. Албулов, М.А. Фролова, А.В. Гринь, Ж.Ю. Мурадян (утв. директором ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский и технологический 
институт биологической промышленности (ФГБНУ ВНИТИБП) А.Я. Самуйленко.
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