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Перечень сокращений

Аг - антиген

Ат - антитело
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КМС - композиционные магносорбенты

МИС - магноиммуносорбент
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МС - магносорбент

НРИФ - реакция непрямой иммунофлуоресценции

ПЦР - полимеразная цепная реакция

ПЭГ - полиэтиленглюколь

РНГА - реакция непрямой гемаггютинации

РА - реакция агглютинации

РИА - радиоиммунный анализ

РИД - реакция иммунодиффузии

РИФ - реакция иммунофлуоресценции

ФС - фармакопейная статья

ФСБ - фосфатно-солевой буфер

ФХКС - феррохитозанкремнеземный сорбент

ХЛИА - хемилюминесцентный иммунный анализ

ХКС - хитозанкремнеземный сорбент

ЭФСП - электрофорез в свободном потоке

ГЛАВА 1. Обзор литературы

1.1. Синтез и исследования магнитосорбционных органокремнеземных

материалов с иммобилизованными биологически активными лигандами

Контакт различных биообьектов окружающего мира с кремнеземами, его активное участие в жизненных процессах обосновывают определенный интерес для применения различных видов кремнеземов в биологии, медицине, сельском хозяйстве, биотехнологии (М.Г. Воронков, Г.И. Зельчан, Э.Я. Луковец, 1978; Р. Айлер, 1982; Г.Д. Лисичкин, 1989; А.В. Брыкалов, 1991; А.В. Брыкалов, 1993; А.В. Брыкалов, И.В. Жарникова, И.С. Тюменцева, 1995).

Me дико-биологические аспекты применения кремнеземов в качестве сорбентов с широким спектром действия, носителей для конструирования твердофазных диагностических тест-систем выдвигают задачи по детальному изучению химии их поверхности для выявления наиболее существенных факторов, которые определяют особенности иммобилизации биологических объектов на поверхности и влияют на их активность, а также поиска путей целенаправленного модифицирования полезных функций кремнеземов. С целью понимания характера взаимодействия поверхности сорбентов с активными биологическими веществами: антителами, антигенами, лекарственными препаратами, элементами крови, продуктами метаболизма, микроорганизмами необходима достоверная информация о строении поверхностного слоя кремнезема, его гидроксильных группах, природе активных центров поверхности, механизмах адсорбционных и хемосорбционных процессов, эффектах структурной перестройки их поверхности при внешних воздействиях.

В биотехнологии для получения иммобилизованных биологически активных веществ широко применяются различные виды кремнеземов, которые по сравнению с органическими носителями имеют известные преимущества (В.Б. Алесковский, 1976; В.Б. Алесковский, 1978; Г.Д. Лисичкин, 1989; Ф.Ходж, 1989).
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Силикагель, аэросил, пористые стекла и силохромы относятся к сорбентам на основе кремнеземов.

Силикагель является продуктом поликонденсации ортокремневой кислоты, которая образуется из силиката натрия при его обработке водными растворами кислот (С.И. Кольцов, В.Б. Алесковский, 1953). Силикагель также получают в процессе гидролиза эфиров кремневой кислоты (В.Г.Березкин, В.П. Похомов, К.И. Сакадынский, 1975). С целью увеличения размера пор в структуре силикагеля его подвергают гидротермальной обработке в автоклаве при различных температурах и давлении водяного пара. Удельная поверхность и размеры частиц получаемых силикагелей зависят от рН, температуры, концентрации реагентов, режимов сушки и условий термической обработки. Силикагель имеет глобулярную структуру (А.П. Карнаухов, 1971) и таким образом представляет собой комплекс сферических частиц, от размера и плотности, упаковки которых зависит величина его удельной поверхности, объема пор и их размеров.

Аэросил - пирогенная форма двуокиси кремния. Его получают в результате высокотемпературного парофазного гидролиза четыреххлористого кремния в токе кислорода, с последующей конденсацией в парах воды (Н.К.Бебрис, А.В. Киселев, Ю.С. Никитин, 1967). Методом ядерного магнитного резонанса показано, что объемная фаза аэросила представлена в равной степени структурными мотивами кварца и кристобалита (Г.Д. Лисичкин, 1989).

Наибольшей химической однородностью с силикагелем, аэросилами обладают аэросилогели, получаемые спеканием частиц непористого высокодисперсного диоксида кремния - аэросила (А.В. Киселев, В.М. Лукьянович, Ю.С. Никитин, 1969; А.В. Киселев, В.И. Лыгин, 1972; Г.Д.Лисичкин, 1989.). Данные сорбенты имеют достаточно крупные поры. Проводя их термообработку, добиваются получения сорбентов с узким распределением пор по размерам.
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В работе (К. Оккерс, 1973) представлены данные исследований непористого кремнезема - полисорба, глобулы которого, по мнению авторов, -это мелкие сферические частицы. По данным совмещенного ИК - спектрального и гравиметрического анализа, сделан вывод о преобладании на поверхности полисорба изолированных гидроксилов, сравнительно равномерно расположенных на расстоянии 0,6-0,7нм.

Пористые стекла - особая форма аморфного кремнезема. Образование пористых стекол является следствием химических и структурных превращений, происходящих в силикатных стеклах при взаимодействии с растворами кислот (В.М. Коликов, Б.В. Мчедлишвили, 1988). В результате выщелачивания щелочносиликатных стекол по такому механизму в продуктах образуются полости, размеры которых сопоставимы с размерами катионов, присутствующих в исходном стекле, а общий объем таких полостей находится в прямой зависимости от содержания щелочного оксида в стекле.

В работе авторов (И.К. Бебрис, А.В. Киселев, Ю.С. Никитин, 1967) предложен способ получения синтетических макропористых кремнеземов -силохромов, представляющих собой продукты гелеобразования водных суспензий аэросила. Данные адсорбенты без дополнительной гидротермальной обработки имеют крупные поры, однако распределение пор по размерам у них весьма широкое и с целью получения на их основе адсорбентов с узким распределением пор проводят термообработку при 1073- 1137 К. Поскольку силохромы, выпускаемые отечественной промышленностью, имеют развитую поверхность и размеры пор, которые достаточны для проникновения большинства биополимеров, то это и определяет целесообразность синтеза на их основе адсорбентов для аффинной хроматографии, носителей для твердофазных тест-систем.

Таким образом, широкий набор кремнеземов с регулируемыми структурными характеристиками позволяет подобрать материал для адсорбционных процессов, обеспечивающий оптимальную площадь контакта адсорбента с разделяемыми компонентами. Применяя однородномакропористые кремне-
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земы, можно достичь одинаковой степени взаимодействия молекул сорбата со всей поверхностью адсорбента.

Для выяснения особенностей поверхностной структуры кремнеземов проведено большое число исследований (С.И. Кольцов, 1965; И.К. Бебриc, А.В. Киселев, Ю.С. Никитин, 1967; Б.Н. Ласкорин, В.В. Стрелко, Д.Н. Стра-жеско и др., 1977), что дало возможность получить ответы на важные вопросы, связанные со строением гидроксильных групп кремнеземов (А.В. Киселев, В.И. Лыгин, 1972; Б.Н. Ласкорин, В.В. Стрелко, Д.Н. Стражеско и др., 1977), их распределением (А.В. Киселев, В.И. Лыгин, 1972; В.А. Тертых, В.В. Павлов, И.К. Ткаченко, 1975) и активностью (С.И. Кольцов, 1965; А.В. Киселев, В.И. Лыгин, 1972; В.А. Тертых, В.В. Павлов, И.К. Ткаченко, 1975; Б.Н. Ласкорин, В.В. Стрелко, Д.Н. Стражеско и др., 1977). На поверхности кремнезема в различных соотношениях может находиться 5 видов групп: 1) свободные, отдельно стоящие - ОН группы; 2) физически связанная вода -молекулы воды, имеющие водородные связи с силанольными группами; 3) дегидратированные оксиды - силоксановые группы; 4) геминальные гидро-ксилы, связанные с одним атомом кремния; 5) вицинальные гидроксильные группы, связанные друг с другом водородной связью (Ю.П. Айлер, Е.В. Макарова, 1976).

Научно-практический интерес к изучению поверхностного слоя кремнеземов объясняется тем, что гидроксильные группы способны вступать в различные химические реакции, которые позволяют регулировать химическую природу поверхностных атомов, что приводит к получению адсорбентов заданного состава и строения.

Химические реакции на поверхности кремнеземов широко применяются для синтеза модифицированных адсорбентов.

В настоящее время на поверхности кремнеземов осуществлено большое число химических превращений, которые предложено разделить по механизму на два класса.
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Выделяют большую группу реакций, относящихся к первому классу, протекающих с процессом замещения протона поверхностной силанольной группы такими электрофильными реагентами, как хлоралкоксисиланы, эле-ментоорганические соединения, галогениды металлов. На основании экспериментальных исследований воздействия различных алкилхлорсиланов с кремнеземом (С.И. Кольцов, Г.Н. Кузнецова, В.Б. Алесковский, 1967) установлено, что реакционная способность гидроксильных групп в реакциях электрофильного замещения протона определяется эффективным положительным зарядом на центральном атоме атакующей молекулы, а также величиной нуклеофиль-ного содействия со стороны уходящей группы.

Ко второму классу реакций с поверхностью кремнеземов относятся реакции нуклеофильного замещения гидроксильных групп и реакции нуклео-фильного присоединения при расщеплении связи у поверхностного кремния анионами галогенидов и спиртами. Как указано в работах (А.В. Киселев, В.И. Лыгин, 1972; В.А. Тертых, В.В. Павлов, К.И. Ткаченко, 1975), механизм нуклеофильного замещения включает стадию образования промежуточного циклического комплекса, последующее перераспределение связей в котором приводит к конечному продукту реакции. По мнению авторов (В.В. Стрелко, В.А. Каниболицкий, 1971), образование промежуточного комплекса энергетически выгодно, так как сводит к минимуму пространственное разделение зарядов при вытеснении уходящей группы.

Существуют химические реакции на поверхности кремнеземов, начальная стадия которых протекает по механизму электрофильного замещения протона в силанольной группе, а затем образующиеся соединения претерпевают перегруппировки, соответствующие процессу нуклеофильного замещения у атома кремния. К таким реакциям относят взаимодействие дисперсных кремнеземов с хлористым тионилом (В.В. Павлов, В.А. Тертых, А.А. Чуйко, 1976).

При взаимодействии гидроксильных групп с алкоксисиланами возможно протекание реакции конденсации с выделением спирта. Эксперименталь-
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но подтверждено (А.А. Чуйко, Г.С. Павлик, 1963; W. Hertl, 1968) по исследованию кинетики и механизма реакции моно-, ди- и триметоксисиланов (W. Hertl, 1968), у - аминопропилтриэтоксисилана (В.А. Тертых, А.А. Чуйко, И.Е. Неймарк, 1965; И.Е. Неймарк, 1982) с кремнеземной поверхностью методом ИК-спектроскопии. Взаимодействие у - аминопропилтриэтоксисилана с поверхностью кремнезема в значительной мере зависит от условий среды, температуры реакции и структурных особенностей кремнеземного адсорбента. В работе (W.D. Bascom, R.V. Timons, 1972) было установлено, что адсорбированная поверхностью кремнезема вода (А.А.Чуйко, В.А. Тертых, Г.Е. Павлик, 1965; В.А. Тертых, А.А. Чуйко, А.А. Агзамходжаев, 1968; W.D. Bascom, R.V. Timons, 1972) способствует ускорению гидролиза молекул алкоксисила-нов, значительно усложняет процесс протекания реакции и приводит к полимеризации алкоксисиланов. В неводных растворах у - аминопропилтриэтоксисилана, а также при обработке его парами аэросила при 373-398 К в основном осуществляется химическая реакция с участием гидроксильных групп кремнезема.

Аминокремнеземы являются промежуточными продуктами для синтеза биоспецифических адсорбентов методом химической сборки. Для химического превращения аминогрупп, находящихся в поверхностном слое кремнезема, в альдегидные носители обрабатывают глутаровым альдегидом (С.В. Рогожин, В.Ю. Варламов, Д.Г. Вальковский, 1975).

Данный способ основан на способности аминогрупп образовывать с карбонильными соединениями азометиновые связи и отличается простотой. Однако, поскольку глутарового альдегида практически не существует в мономерном виде (P.I. Robinson, P. Dunmill, 1971; P. Monson, 1978), это приводит к неконтролируемости и ненаправленности синтеза в поверхностном слое кремнезема. Имеющиеся в составе адсорбента альдегидные группы способны вступать в химическую реакцию с аминогруппами селективных лигандов, макромолекул биополимеров, ферментов (Н.М. Самошин, Л.Т. Мотина, Л.И. Мере-щенко, 1978; А.П. Синицин, А.И. Клибанов, 1978).

7

Для синтеза поверхностных карбоксильных групп аминосодержащие кремнеземы обычно модифицируют ангидридами кислот (Р.А. Жакот, А.С. Корсакевич, 1977; А.П. Синицин, А.И. Клибанов, 1978).

Для активации аминосодержащих носителей используются производные галоидалкилов. Введенный на поверхность адсорбентов галоидалкил способен алкилировать молекулы белков по аминогруппам, имидазольному кольцу, фенильному гидроксилу и сульфгидрильным группам (В. Ульянсон, 1978). К такому же типу химического модифицирования аминокремнеземов следует отнести активирование их хлористым циануром (В.В. Янишпольский, В.А. Тертых, А.А. Чуйко, 1977; А.В. Богатский, Т.И. Доведенко, А.В. Чуенко, 1979).

Широкие синтетические возможности представляет использование кремнеземов, модифицированных эпоксигруппами. Сорбенты, полученные обработкой кремнезема Р - глицидоксипропилтриалкоксисиланами с последующей реакцией, способны раскрывать эпоксицикл. Эпоксицикл на поверхности кремнеземов в слабокислой среде легко превращается в гликоль. Этот сорбент и его производные находят широкое применение в хроматографии биополимеров в связи с отсутствием неспецифической адсорбции белков (Г.Д. Лисичкин, 1989).

К достоинствам метода ковалентного связывания кремнийорганиче-ских соединений на поверхности кремнеземов относится возможность получения полифункциональных соединений. Наиболее часто необходимость в таких адсорбентах возникает при выделении биополимеров, когда применение только одного варианта разделения (например, обращенофазового или ионообменного) не позволяет достичь требуемой селективности. Для решения поставленной задачи поверхность носителей модифицируют смесью кремнийор-ганических соединений и варьированием количества исходных компонентов, чем добиваются оптимальных вкладов «гидрофобного» и ионообменного взаимодействия в процессе разделения белков. Альтернативным способом варьирования вклада «гидрофобных» и ионообменных взаимодействий в хро-
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матографическом разделении является изменение длины углеродной цепи носителя. Данный метод характеризуется большой воспроизводимостью, однако, необходимость специально синтезировать набор кремнийорганических модификаторов ограничивается его применением (Г.Д. Лисичкин, 1989).

Перспективным методом, позволяющим направлено изменять реакционную способность поверхности адсорбентов и получать материалы с заданными химическим составом и строением, является метод молекулярного наслаивания (В.Б. Алесковский, 1976; А.А. Малыгин, 1986). Молекулярное наслаивание было проведено для целого ряда веществ, в том числе с хлоридами германия, олова, алюминия, циркония, железа, фосфора, оксихлоридами ванадия и хрома (В.И. Ковальков, Е.П. Смирнов, С.И. Кольцов, 1976; А.А. Малыгин, 1979; А.М. Поснова, В.Н. Пак, С.И. Кольцов, 1981).

Методом молекулярного наслаивания достигнуты возможности регулирования физико-химических свойств твердых веществ, таких как кислотность (С.И. Кольцов, В.М. Смирнов, В.Б. Алесковский, 1970; В.Н. Пак, С.И. Кольцов, В.Б. Алесковский, 1976), каталитическая активность (С.И. Кольцов, В.М. Смирнов, В.Б. Алесковский, 1970; С.И. Кольцов, В.М. Смирнов, В.Б. Алесковский, 1973), изменение реакционной способности привитых функциональных органических групп (В.Н. Паснов, 1983), селективность биоспецифических сорбентов и активность ферментов в иммобилизованном состоянии (В.Н. Паснов, 1983).

Для практических целей медицины, биотехнологии важное значение в настоящее время приобретают композиционные сорбенты, содержащие в качестве основного компонента кремнезем. В работе (А.В. Брыкалов, 1993) предложено классифицировать данные сорбционные материалы на четыре группы.

Первая группа включает способы получения сорбентов, основанные на адсорбции или хемосорбции полимеров из растворов на поверхности кремнеземов, имеющих определенные структурные характеристики (Н.Т. Брык, 1981).
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Вторая группа включает способы получения сорбентов, заключающиеся в радикальной или ионной полимеризации мономеров в присутствии кремнеземного носителя (Г.В. Кудрявцев, С.М. Староверов, 1989).

Третье направление основано на поликонденсации кремнийорганиче-ских соединений с целью получения объемномодифицированных композиционных сорбционных материалов (В.Б. Алесковский, А.Я. Юффа, 1989; Ф. Ходж, 1989).

Четвертое направление основано на получении композиционных сорбентов химической сборкой структурных единиц методом формирования пористой структуры кремнеземной матрицы в присутствии полимеров и высокоселективных лигандов (А.В. Брыкалов, 1993).

Достоинство первого способа заключается в его простоте, однако, возникает сложность с регулированием толщины полимерного покрытия и, кроме того, подобные сорбенты отличаются нестабильностью при многократном использовании, поскольку возможна десорбция полимера с поверхности кремнезема. К недостаткам композиционных сорбентов, получаемых методом прививочной полимеризации, нужно отнести нестандартность их состава и физико-химических свойств, в связи с тем, что как линейные и разветвленные макромолекулы, так и трехмерные частицы сшитого геля способны адсорбироваться на поверхности кремнезема во время синтеза.

Четвертое направление синтеза композиционных сорбентов позволяет направленно создавать заданную геометрическую структуру сорбента, а также осуществить активирование поверхности модификатором органической природы. В результате исследований (А.В. Брыкалов, 1991; А.В. Брыкалов, И.В. Жарникова, И.С. Тюменцева, 1995; А.В. Брыкалов, О.В. Воробьева, 1996; А.В. Брыкалов, О.В. Воробьева, В.Д. Пасечников, 1996) получены стандартные по составу и структуре высокостабильные сорбенты, специфичные для ряда биологически активных веществ (лизоцим, хорионический гонадотропин, гемоглобин). Данные материалы эффективны для иммобилизации ферментов, применяемых в биотехнологии, медицине, пищевой промышленности (А.В. Бры-
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калов, И.В. Жарникова, И.С. Тюменцева, 1995; А.В. Брыкалов, О.В. Воробьева, 1996; А.В. Брыкалов, О.В. Воробьева, В.Д. Пасечников, 1996).

Ниже приведены примеры конкретных исследований по разработке и применению композиционных сорбентов по четырем указанным направлениям.

Для получения носителей при конструировании диагностических тест-систем известны разработанные технологии, в основе которых синтез композиционных сорбентов, содержащих в качестве биосовместимых полимеров декстран, поливиниловый спирт, N - поливинилпирролидон.

Перспективным биосовместимым полимером в составе композиционных сорбентов является хитозан. Медицинские аспекты применения препаратов на основе хитозана связаны с биологическими свойствами данного биополимера, имеющего природное происхождение и известную химическую структуру. Он биосовместим и биоразрушаем до обычных для организма веществ (N - ацетилглюкозамин или глюкозамин), обладает иммуномодули-рующим, адьювантным, противомикробным, фунгистатическим, противоопухолевым, радиозащитным, противовоспалительным, ранозаживляющим, анти-холестерическим, гемостатическим действием и при этом обладает малой токсичностью (К.Д. Жогелев, 2000; К.Д. Жогелев, В.Ю. Никитин, В.Н. Цыган, 2001).

Хитозан - полностью дезацетилированный продукт - поли [(1-4) — 2 — амино - 2 - дезокси - -Д - глюкозы]. Обычно полного дезацетилирования не достигается, и в состав хитозана входит небольшое количество N - аце-тилглюкозамидных звеньев.

Методом ИК- спектроскопии установлено, что в процессе образования хитозана уменьшается интенсивность полос поглощения карбонила (1625см-1 ) амидной группы (3265 и 31100 см-1) и нарастает интенсивность полос при 3365 и 3445 см-1, что свидетельствует о появлении NH2 - группы (К.Д. Жогелев, 2000). Рентгеновские исследования хитозана показывают, что и он имеет ту же кристаллическую решетку, что и хитин, но меньшую упо-
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рядоченность макромолекул. Хитозан, регенерированный в виде пленки в солевой или основной форме, имеет рентгенограмму, характерную для аморфных веществ.

Хитозан, в отличие от хитина, растворим в разбавленных растворах кислот, из которых он может быть выделен без изменения. Следовательно, хитозан может быть охарактеризован по вязкости и полидисперсности. В работе (К.Д. Жогелев, 2000) показано, что раствор солянокислого хитозана обладает структурной вязкостью. Также с помощью рентгеноструктурного анализа исследованы некоторые соли хитозана неорганических и органических кислот. Установлено, что молекула хитозана принимает двух-, либо восьми-складчатые спиральные конформации в зависимости от кислот. Соли, в которых цепь хитозана присутствует в виде двухскладчатой спирали, образуются кислотами - HBr, HI, HNO3, D- и L-аскорбиновыми кислотами. Восьми-складчатые спирали полимера образуются с HF, HCI, H2SO4, CH3COOH.

Исследования конформационного поведения кристаллического хитозана в виде ацетатной соли свидетельствуют о существовании четырех гидра-тированных и одной безводной форм (A. Yamamoto, I. Kawada, T. Yui, K. Oqawa, 1997).

Аминная группа сообщает хитозану полиэлектролитные свойства. При исследовании хитозана с молекулярной массой Мw=200000 (согласно данным светорассеяния), степенью дезацетилирования 0,8 и степенью кристалличности 75% (Г.М. Тюпенко, Е.Е. Скорикова, А.Б. Зенин, 2001), установлено, что благодаря большому количеству аминогрупп в его макромолекулах, хитозан хорошо растворим в водных растворах разбавленных кислот, в которых ведет себя как типичный поликатион. Подобно другим поликатионам способен взаимодействовать с отрицательно заряженными полианионами, образуя ин-терполиэлектролитные комплексы (Г.М. Тюпенко, Е.Е. Скорикова, А.Б. Зенин, 2001). Интерполиэлектролитные реакции между противоположно заряженными полиионами в водных растворах являются кооперативными и полностью обратимы.
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Выделены два типа участков в комплексах: упорядоченные участки, образованные противоположно заряженными звеньями обоих полиэлектролитов, связанных друг с другом (А), которые чередуются с дефектами или петлями, образованными последовательностями разобщенных звеньев полиэлектролитов (В). Благодаря наличию гидрофильных звеньев в дефектных участках (В), интерполиэлектролитные комплексы набухают в воде. Гидрофобные упорядоченные участки (А) ограничивают способность к набуханию и обуславливают их нерастворимость в воде.

Все свойства интерполиэлектролитных комплексов также присущи комплексам на основе хитозана (Г.М. Тюпенко, Е.Е. Скорикова, А.Б. Зенин, 2001; K. Oqawa, Ibukai, 1987). По данным авторов (Г.М. Тюпенко, Е.Е. Скорикова, А.Б. Зенин, 2001), комплекс хитозана и полиакриловой кислоты устойчив в водных средах в интервале рН 5-8, хорошо набухает в воде, образуя гидрогели, которые используются в качестве тромборезистентных материалов. В водных средах гидрогели сохраняют высокую механическую прочность, стабильность, эластичность, поэтому мембраны, полученные из них, не нуждаются в дополнительном упрочнении средствами химической и физической модификации.

Наличие в структурных звеньях хитозана двух гидроксильных и первичной аминогруппы расширяет возможности его модификации. Особый интерес при синтезе производных хитозана представляет получение направленных замещенных соединений (синтез О - или N - производных).

В работе Е.А.Плиско и др. (Е.А. Плиско, Л.А. Нудьга, С.Н. Данилов, 1977) проведено сульфирование хитозана смесью серного и сернистого ангидридов при температуре кипения смеси. Полученный эфир содержал 14,8% серы и обладал антикоагуляционной активностью. Для получения N - суль-фохитозана, содержащего одну сульфаматную группу на каждую глюкоза-минную единицу, использовали пиридин - серный ангидрид в водно - щелочной среде при рН 9-10. При последующей обработке N - сульфохитозана смесью сернистого и серного ангидрида на холоду было произведено О-
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сульфирование (замещалось 75% гидроксильных групп). По результатам исследований установлено отсутствие антикоагуляционного действия у N— производного и высокая активность у О, N - производного хитозана.

Ацетилирование хитозана осуществляли уксусным ангидридом (А.В. Ильин, В.П. Варламов, 2001). Были получены образцы с различной степенью ацетилирования. Показано, что с увеличением степени ацетилирования характеристическая и динамическая вязкость уменьшаются на 40% и 66% соответственно. Конформация молекулы, а следовательно, и характеристическая вязкость заметно зависят от ионной силы и величины рН раствора. При данной ионной силе и кислых значениях рН раствора вытянутость молекулы увеличивается с возрастанием степени ацетилирования, что обусловлено тенденцией к образованию водородных связей между ОН- группой в шестом положении одного гексозного звена с карбонилом в ацетамидной группе соседнего звена. Растворимость образцов хитозана при значении рН, близких к нейтральным (рН 5-8), увеличивается с возрастанием степени ацетилирования (А.В. Ильин, В.П. Варламов, 2001). При рН 6,0 растворимость образцов хитозана увеличилась в 2-3 раза, при возрастании степени ацетилирования от 0,15 до 0,75.

Таким образом, проведенный анализ данных литературы по систематическим исследованиям в области физико-химических особенностей поверхности дисперсных кремнеземом позволяет выделить единую систему представлений о структуре поверхностного слоя, природе активных центров, строении гидроксильного и гидратного покрова, механизмах адсорбционных и хемосорбционных процессов, на основе которой возможно объяснение многочисленных данных по рассматриваемой проблеме и выяснение общих принципов фиксации на поверхности кремнеземов полярных молекул, что представляет собой важный этап в понимании закономерностей иммобилизации биологически активных соединений на указанных носителях.

Особое место в изучаемых проблемах принадлежит химическому модифицированию поверхности кремнеземов для изменения химического со-
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става поверхностного слоя в заданном направлении. Изменение состава поверхности сорбентов может осуществляться и в результате термического де-гидроксилирования поверхности или в процессе его гидротермальной обработки. Однако наибольшие возможности для изменения в лучшую сторону свойств кремнезема представляют прививки тех или иных химических групп в результате разнообразных реакций с участием центров поверхности (А.В. Брыкал ов, 1993).

Анализ данных литературы показывает, что в настоящее время усилиями многих исследователей разработано значительное число способов химического модифицирования с участием поверхности кремнеземов. Как справедливо отметил Бурвэл (R.R. Burwell, 1974), используемые при этом приемы часто напоминают органическую химию, чем неорганическую. Разнообразие реакций химического модифицирования поверхности кремнеземов связано с многосторонностью решаемых при этом важных практических задач.

Закрепленные на поверхности кремнеземов химические радикалы с функциональными различными группами (- NH2 - COOH, - CH=CH2, - CN и др.) открывают перспективы в направлениях синтеза новых специфических сорбентов.

Функциональные органокремнеземы после активации с помощью биофункциональных сшивающих реагентов широко используются для иммобилизации биологически активных веществ. Значительный прогресс достигнут в последние годы при создании на основе модифицированных кремнеземов высокоспецифичных биоспецифических сорбентов. Наконец, изменяя характер связи одного или нескольких лекарственных соединений с поверхностью модифицированного кремнезема, возможно получение соответствующих аппликационных сорбентов с пролонгированным и сочетанным действием (C.G. Brine, P.R. Austin, 1974; L.Y. Lim, Khor, C.E. Ling, 1999 ).

Применение кремнеземов в медико-биологическом направлении требует изучения механизмов их взаимодействия с теми или иными биоструктурами, характеризующих специфической или неспецифической адсорбцией как
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биомакромолекул, так и малых неорганических соединений, присутствующих в биосреде. В случае применения иммобилизованных биологически активных веществ возникает необходимость теоретического объяснения особенностей взаимодействия с микроорганизмами не только белков, но и носителя, а также его влияния на защитные функции организма, поведение клеточных мембран. Теория адсорбции хорошо объясняет экспериментальные данные по сорбции малых молекул веществ (T. Парфит, К. Рочестер, 1986), но при взаимодействии биополимеров с твердым телом возникает много трудностей для теоретической интерпретации данных (T. Парфит, К. Рочестер, 1986). В случае же взаимодействия дисперсных твердых тел с микроорганизмами, задачи, стоящие перед теорией, усложняются в еще большей степени (Д.Г. Звягинцев, 1973; А.Б. Рубин, 1987).

Практическое использование кремнеземов в медико-биологическом направлении выдвигает определенные требования к соответствующим формам препаратов.

В настоящее время широко обсуждается вопрос о критериях оценки сорбентов различного назначения, применяемых в медицинской практике (гемо -, энтеросорбция) (Н.Т. Картель, Е.Д. Молюк, М.Е. Чудновский, 1988). Для сорбентов выдвинуты следующие требования:

- высокая адсорбционная емкость в отношении широкого спектра биологически активных веществ;

- атоксичность;

- отсутствие повреждающего действия в отношении антител, антигенов;

- механическая прочность;

- легкость стерилизации;

- стабильность свойств при хранении;

- химическая инертность.

На наш взгляд, в наибольшей степени данным требованиям удовлетворяют кремнеземные сорбенты. Существующие проблемы связаны с
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выбором видов кремнеземов, способами оптимального модифицирования их поверхности для иммобилизации специфических лигандов (антигенов, антител).

1.2. Строение и свойства хитозана, как перспективного компонента синтеза органокремнеземных сорбентов, и медико-биологические аспекты его применения

К природным полимерам, которые составляют основу опорных, покровных тканей и внешнего скелета низших растений и животных относится хитин. По распространению в природе он считается вторым после целлюлозы полисахаридом и доступность хитина и его производного хитозана на порядок выше других природных полисахаридов (P.R. Austin, C.G. Brine, I.E. Castle, I.P. Zikakis, 1981). Так, ежегодное доступное количество хитина из ракообразных составляет 40 тысяч тонн, из альгинатов - 25 тысяч тонн, а из ирландского мха - 12 тысяч тонн.

Хитин относится к природным полимерам аминосахаров и представляет собой гомополисахарид с неразветвленной цепью, 1,4 - соединенных 2-ацетамидо-2-дезокси-Д-глюкозных остатков. Впервые данный полисахарид был выделен из панциря майского жука французским ученым Одье в 1823 году (A. Domard, 1966). Хитин имеет кристаллическое строение и при этом различают три взаимопревращающиеся друг в друга формы хитина: а - ; (3 -; и у - хитин, каждая из которых обладает рядом индивидуальных свойств (R. Yackman, M. Goldberg, 1974).

Хитин образует комплексы с природными биологически активными веществами - протеинами, липидами, каротиноидами, солями. Доказано существование комплексов хитина с протеинами, которые чувствительны к рН среды, при рН 9 находятся в полностью диссоциированном состоянии (B. Jirgensons,1958). Хитин нерастворим в воде, органических растворителях, не набухает в щелочных растворах (Y.Filar, M.C. Winick, 1977). Данный полисахарид характеризуется биологической активностью, устойчивостью к волок-
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