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В статье представлены результаты изучения молекулярного состава хитозана, выделенного из 
мицелия гриба Aspergillus niger, в сравнении с образцом фирмы Fratelli Parodi (контроль). Хитозан 
представляет собой сополимер глюкозамина и ацетилглюкозамина и является полимолекулярным 
биополимером. Возможности применения хитозана во многом определяются его сорбционной и био-
логической активностью, которая, в значительной степени, зависит от молекулярной массы. Целью 
работы является изучение молекулярно-массового распределения (ММР) полимерных молекул хито-
зана с использованием метода гель-проникающей хроматографии.  

Получены хроматограммы выхода полимерных молекул изученных образцов хитозана, на ко-
торых наблюдается наличие 3-х характерных пиков, соответствующих трём основным фракциям: вы-
сокомолекулярной (ММ 34-105 кДа), фракции со средней молекулярной массой (ММ 17.5-27.5 кДа) и 
низкомолекулярной (ММ 4.5-13.5 кДа). Установлен молекулярно-массовый состав, определена сред-
немассовая и среднечисловая молекулярная масса отдельных фракций хитозанов.  

Построены кривые ММР, характеризующие молекулярно-массовое распределение по фрак-
циям. Анализ кривых ММР показывает, что полученный из мицелия гриба Aspergillus niger и кон-
трольный образцы, имеют относительно идентичный полимолекулярный состав. Основную долю со-
ставляет высокомолекулярная фракция около 60%. Массовая доля фракции со средней молекулярной 
массой в контрольном образце хитозана составляет 20%, а в опытном – 10%. Доля низкомолекуляр-
ной фракции в контрольном образце хитозана составляет около 20%, а в опытном – 30%. При этом 
показано, что дисперсия молекулярных масс близка к 1, что характерно для мономолекулярных био-
полимеров. 

Ключевые слова: хитозан, мицелий гриба Aspergillus niger, биополимерные молекулы, гель-
хроматография, хроматограммы, молекулярно-массовое распределение, среднемассовая и среднечис-
ловая молекулярные массы. 

Введение 

В настоящее время достаточно широкое применение в различных областях 
науки, техники, медицины, сельского хозяйства и косметологии находит хитозан – 
полиаминосахарид природного происхождения [1,2]. Возможности применения хи-
тозана во многом определяются его сорбционной и биологической активностью, ко-
торая, в значительной степени, зависит от молекулярной массы данного биополиме-
ра [3,4]. Молекулярная масса полимера оказывает влияние также на биоцидные (ан-
тибактериальные, антигрибковые) и иммуномодулирующие свойства хитозана [5]. 
Установлено, что высокомолекулярный хитозан обладает наибольшим антибактери-
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альным эффектом. Низкомолекулярные водорастворимые хитозаны с молекулярной 
массой от 2 до 30 кДа теряют эффективность антимикробного действия [6,7].  

Хитозан представляет собой сополимер глюкозамина и ацетилглюкозамина и 
является полидисперсным биополимером. Более полную характеристику свойств хи-
тозана может дать определение молекулярно-массового распределения (ММР), 
включающего средневесовую и среднечисленную молекулярные массы и дисперсию 
молекулярных масс [8]. Наиболее изучено ММР хитозана, полученного из панцирей 
ракообразных [9,10]. Нами разработана схема получения хитозана из мицелиальной 
массы гриба Aspergillus niger – продуцента лимонной кислоты [11]. Исследование 
его молекулярно-массовых характеристик представляет собой научный и практиче-
ский интерес. 

Известны результаты исследования хитозана с использованием высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на хроматографических колонках, за-
полненных полидивинилбензолом или другим полимером [9]. Этот метод широко 
применяется для определения молекулярно-массового распределения полимеров со 
средней молекулярной массой.  

Для определения ММР возможно также воспользоваться методом гель-
фильтрации (гель-хроматографии) на хроматографических колонках, заполненных 
набухшим гранулированным гелем Sephadex. В качестве элюента применяют раз-
бавленные растворы кислот или солей, не вызывающие деструкцию геля. Выбор 
марки геля определяется размерами пор в гранулах геля и величиной ячеек между 
гранулами. Молекулы исследуемого полимера диффундируют внутрь гранулы и за-
держиваются в порах при фильтрации, а более крупные молекулы, попадая в ячейки, 
проходят между гранулами и выводятся из колонки вместе с элюентом [12]. 

Целью данной работы является изучение ММР полимерных молекул хитоза-
на, выделенного из мицелиальной биомассы гриба Aspergillus niger, с использовани-
ем метода гель-хроматографии. 

Экспериментальная часть 

В качестве объектов исследования использованы образцы хитозана, получен-
ные по разработанному способу [13] из мицелиальной биомассы гриба Aspergillus 
niger. Клеточная стенка гриба Aspergillus niger содержит хитин-глюкановый ком-
плекс, из которого выделен хитозан. Технология выделения хитозана включает ще-
лочной и кислотный гидролиз исходного мицелия на стадиях депротеинизации и де-
минерализации для удаления белковых и минеральных примесей, проведение высо-
котемпературного деацетилирования хитин-глюканового комплекса и извлечения 
хитозана из полученного хитозан-глюканового комплекса раствором уксусной кис-
лоты. Экспериментально исследован образец хитозана из мицелия гриба Aspergillus 
niger со степенью деацетилирования 70%. В качестве контрольного образца изучен 
хитозан фирмы Fratelli Parodi (Италия) со степенью деацетилирования 85%. Для 
проведения хроматографических исследований использовались растворы хитозана в 
1%-м растворе соляной кислоты. 

Молекулярную массу определяли по калибровочному графику, построение 
которого осуществлялось с использованием растворов-стандартов с известной моле-
кулярной массой (альбумин, химотрипсин). Измерение оптической плотности рас-
творов (D) проводили на спектрофотометре СФ-26 при длине волны λ=280 нм отно-
сительно раствора элюента (0.9%-й водный раствор NaCl). В качестве маркера ис-
пользовали раствор рибофлавина (ММ 376.36 Да, λ=480 нм). Полученный калибро-
вочный график представляет собой линейную зависимость соотношения объёмов 
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выхода стандартного вещества и маркера (у) от lg MM (х), которая описывается 
уравнением: 

 y= -0.5844x+3.1656     (1)  
Исследования проводились на хроматографической колонке с параметрами: 

внутренний диаметр – 13 мм; высота столба геля – 57 см; внутренний объем  
Vi=75.6 cм3, заполненной гелем Sephadex G-75. Для этого типа геля область разделе-
ния по молекулярной массе находится в пределах от 3000 до 100000 Да [12]. Ско-
рость элюирования составляла 32 см3/ч.  

Для определения молекулярной массы хитозана 1 см3 исследуемого раствора 
вводили в хроматографическую колонку, осуществляли непрерывное поступление 
элюента и отбирали пробы объёмом по 3.5 cм3. Измерение оптической плотности 
выделенных проб проводили относительно раствора элюента на спектрофотометре 
СФ-26 при длине волны, соответствующей максимуму поглощения.  

Обсуждение результатов 

Анализ полученных хроматограмм (рис. 1) указывает на наличие 3-х пиков, 
обусловленных присутствием в исследуемых образцах биополимеров трех фракций: 
высокомолекулярной, фракции со средней молекулярной массой и 
низкомолекулярной фракции. 
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Рис. 1. Хроматограммы выхода по-

лимерных молекул хитозана: 1 – хито-
зан из мицелия гриба Aspergillus niger,  

2 – образец хитозана фирмы Fratelli 
Parodi 

Fig. 1. Chromatograms of the polymer 
molecules of chitosan: 1 – chitosan ob-

tained from the mycelium of the Aspergil-
lus niger fungus, 2– chitosan sample pro-

duced by Fratelli Parodi 

Рис. 2. ММР высокомолекулярной 
фракции хитозана: 1 – хитозан из ми-

целия гриба Aspergillus niger, 2 – обра-
зец хитозана фирмы Fratelli Parodi 

Fig. 2. MWD of the high molecular 
weight chitosan fraction: 1 – chitosan ob-
tained from the mycelium of the Aspergil-
lus niger fungus, 2– chitosan sample pro-

duced by Fratelli Parodi 

 
По экспериментальным хроматограммам и уравнению калибровочного 

графика (1) определены молекулярные массы и получены кривые молекулярно-
массового распределения (рис. 2-4), характеризующие фракционный молекулярный 
состав исследованных биополимеров.  
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Рис. 3. ММР фракции хитозана со 
средней молекулярной массой: 

1 – хитозан из мицелия гриба Asper-
gillus niger, 2 – образец хитозана 

фирмы Fratelli Parodi 
Fig. 3. MWD of the average molecular 
weight fraction 1 – chitosan obtained 
from the mycelium of the Aspergillus 
niger fungus, 2 – chitosan sample pro-

duced by Fratelli Parodi 

Рис. 4. ММР низкомолекулярной 
фракции хитозана: 1 – хитозан из ми-

целия гриба Aspergillus niger, 2 – обра-
зец хитозана фирмы Fratelli Parodi 

Fig. 4. MWD of the low molecular 
weight chitosan fraction: 1 – chitosan 

from the mycelium of the Aspergillus ni-
ger fungus, 2– chitosan sample produced 

by Fratelli Parod 

 
Массовую долю полимерных молекул во фракциях (W, %)определяли по 

уравнению (2): 

     (2) 
где hi – высота пика отобранной пробы, мм. 

По соответствующим уравнениям рассчитаны характеристики молекулярно-
массового распределения для отдельных фракций изученных биополимеров хитоза-
на: среднечисленная – MN (3) и средневесовая (среднемассовая) – MW (4) молекуляр-
ная масса, а также дисперсия (MW/MN) (5) [14].  

     (3) 

    (4) 
где Mi – молекулярная масса полимерных молекул хитозана в отобранной 
пробе, кДа. 

Результаты расчёта молекулярно-массового распределения исследованных 
хитозанов представлены в таблице.  

Анализ кривых ММР показывает, что изученные образцы хитозана, 
полученного из мицелия гриба Aspergillus niger и фирмы Fratelli Parodi имеют отно-
сительно идентичный полимолекулярный состав. Основную долю составляет высо-
комолекулярная фракция (около 60%) с молекулярной массой от 34 до 85 кДа в хи-
тозане фирмы Fratelli Parodi и от 34 до 105 кДа в опытном образце, полученном из 
мицелия гриба Aspergillus niger. Массовая доля фракции со средней молекулярной 
массой (17-27.5 кДа) ниже в образце из мицелия (~10%) по сравнению с контроль-
ным (20%), в то время как низкомолекулярная фракция в опытном образце составля-
ет (~30%), а в контрольном (~20%). 
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Таблица. Показатели молекулярно-массового распределения исследованных гель-
хроматографическим методом хитозанов 
Table. Molecular weight distribution of chitosans studied by means of gel chromatography  
№ 
п/п 

Образец 
хитозана Фракция хитозана M, кДа MN, кДа Mw, кДа Mw/MN 

1 

из 
мицелия 
гриба As-
pergillus 

niger 

Высокомолекулярная 34.3-105.8 54.86 54.83 0.999 
Фракция со средней 

молекулярной массой 17.5-27.5 22.13 22.85 1.03 

Низкомолекулярная 
фракция 4.54-13.9 9.38 10.14 1.08 

2 

Образец 
фирмы 
Fratelli 
Parodi 

Высокомолекулярная 34.3-84.5 56.90 59.93 1.05 
Фракция со средней 

молекулярной массой 17.5-27.5 22.25 23.05 1.04 

Низкомолекулярная 
фракция 4.54-11.2 6.86 7.25 1.06 

 
Установлено, что дисперсия молекулярных масс для всех трёх фракций ис-

следованных образцов близка к 1, то есть значения среднемассовой и среднечисло-
вой молекулярной массы практически равны, что, как известно, характерно для мо-
номолекулярных биополимеров в отличие от синтетических полимолекулярных по-
лимеров [8, 15]  

Заключение 

В результате проведённых исследований методом гель-проникающего филь-
трования с использованием геля Sephadex G-75 получены хроматограммы выхода 
солянокислого раствора хитозана, выделенного из мицелия гриба Aspergillus niger, в 
сравнении с образцом хитозана фирмы Fratelli Parodi. Установлено наличие в хрома-
тограммах 3-х характерных пиков, отвечающих присутствием в них трёх фракций, 
соответственно – высокомолекулярной (ММ 34-105 кДа), со средней молекулярной 
массой (ММ 17.5-27.5 кДа) и низкомолекулярной (ММ 4.5-13.5 кДа). 

Изучение ММР позволило определить молекулярно-массовый состав, сред-
немассовую и среднечисловую молекулярную массу, дисперсию молекулярных масс 
отдельных фракций исследованных хитозанов. Равенство значений Mw=MN позволи-
ло сделать вывод о мономолекулярном характере изученных биополимеров. 
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Studying the molecular weight distribution of chitosan 

obtained from the mycelium of Aspergillus niger fungus 
by means of gel chromatography 
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The article presents the results of the study of molecular chitosan obtained from the mycelium of the 
Aspergillus niger fungus as compared to a sample produced by Fratelli Parodi (control sample). Chitosan is a 
copolymer of glucosamine and N-acetylglucosamin and a polymolecular biopolymer. The applications of 
chitosan are largely determined by its sorption and biological activity, which depends a lot on the molecular 
mass. The aim of our study was to investigate the molecular weight distribution (MWD) of the polymer mol-
ecules of chitosan using gel permeation chromatography.  

The obtained chromatograms of the output of the polymer molecules of the studied chitosan samples 
demonstrated 3 characteristic peaks, corresponding to the three main fractions: a high molecular weight frac-
tion (ММ 34-105 kDa), an average molecular weight fraction (ММ 17.5-27.5 kDa) and a low molecular 
weight fraction (ММ 4.5-13.5 kDa). The study determined the molecular weight composition, the weight- 
and number-average weight of certain chitosan fractions.  

The MWD curves characterising the molecular weight distribution among fractions were obtained. 
The analysis of the curves demonstrated that the sample obtained from the mycelium of the Aspergillus niger 
fungus and the control sample have relatively identical polymolecular composition. The largest fraction is the 
high molecular weight fraction (about 60%). The mass fraction of the average molecular weight fraction in 
the control chitosan sample is 20%, while in the studied sample it is 10%. The portion of the low molecular 
weight fraction is 20% in the control sample and 30% in the studied sample. It is demonstrated that the dis-
persion of molecular weights is close to 1, which is characteristic of monomolecular biopolymers. 

Keywords: chitosan, Aspergillus niger fungus mycelium, biopolymer molecules, gel chromatog-
raphy, chromatograms, molecular weight distribution, weight- and number-average molecular weight. 
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