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С применением пиразол карбоновых кислот было получено 10 различных моди-
фикаций хитозанов. Изучена анктимикробная активность полученных модификаций как 
в виде пленок, так и различных концентраций растворов хитозанов. Наибольшую анти-
бактериальную активность проявляет карбоксипиразол модифицироанный хитозан. 
Наличие формил- групп в четвертом положении пиразолового кольца увеличивает анти-
бактериальную  активность хитозанов по сравнению с другими модификациями. 

Показана высокая антимикробная активность по отношению к эндоспорообразую-
щим грамположительным бактериям. Модифицированные хитозаны не обладали анти-
грибковой активностью. 

 
Модификации хитозанов – пиразол карбоновые кислоты – антимикробная активность 

 
Պիրազոլկարբոնաթթուների կիրառմամբ ստացվել են ձևափոխված խիտոզանների 10 տար-

բերակներ: Ուսումնասիրվել էին ինչպես ձևափոխված խիտոզանային թաղանթների, այնպես էլ 
դրանց ջրային լուծույթների հակամանրէային ակտիվությունը: Կարբոքսիպիրոզալ ձևափոխված 
խիտոզանը օժտված է ավելի բարձր հակամանրէային ակտիվությամբ: Պիրազոլային օղակի չորրորդ 
դիրքում ֆորմիլ խմբի առկայությունը, այլ ձևափոխությունների հետ համեմատ, բարձրացնում է 
խիտո-զանների հակաբակտերիական ակտիվությունը: Ցույց է տրվել, որ ձևափոխված 
խիտոզանները արգելակում են էնդոսպոր առաջացնող գրամդրական մանրէների աճը, սակայն չեն 
ճնշում սնկերի աճը:  

 
Խիտոզանի ձևափոխություններ – պիրազոլկարբոնաթթուներ –   հակամանրէային ակտիվություն 

 
Ten different chitosan modifications have been synthesized by using of pyrasole 

carbonic acids. The antimicrobial activity of modified chitosan’s films, as well as different 
solutions of modified chitosans was studied. The presence of formic group at fourth position in 
pyrasolic chain  has increased the antimicrobial activity of chitosans compared with other 
modifications. High antibacterial  and no antifungal activity of modified chitosans against 
endospore-forming gram positive bacteria were shown.  

 
Modification of chitasan – pyrazole carbonic acid – antimicrobial activity  
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Хитозан, деацетилированный производный хитина – линейный 
биополимер, состоящий из β-(1-4)-связанногоN-ацетил-D-глюкозамина [9]. 
Благодаря уникальной поликатионной природе хитозаны и его производные 
обладают широким спектром антимикробной активности и были предложены 
для применения в медицине, пищевой и фармацевтической промышленности, 
сельском хозяйстве [4].  

Различные теории о механизме антимикробного действия хитозанов 
были предложены в последнее время [6]. Одной из теорий является гипотеза 
“внутриклеточной утечки”[6,7]. Положительно заряженные хитозаны 
связываются с отрицательно заряженной поверхностью бактериальной 
клетки,что приводит к изменению проницаемости мембран. Последнее 
приводит к гибели клеток [7, 8]. Однако при нейтральном и высоком pH среды 
хитозаны теряют положительно заряженные группы аминокислот, становясь 
малорастворимыми. Это ограничивает их употребление [3, 9]. Различные 
модификации хитозанов, такие как N-алкилированый хитозан с производными 
моносахаридов, а также хитозан-О-поли(этилен гликоль) были получены для 
улучшения водорастворимости и усиления биологической активности 
хитозанов [5]. Традиционный метод модификации хитозанов основывается на 
ковалентном связывании химических групп, что обычно трудно выполнимо, а 
иногда и меняет некоторые их свойства [9].  

Целью данной работы являлось получение новых четвертичных аммо-
ниевых солей хитозана с пиразол карбоновыми кислотами и изучение их анти-
микробной активности. 

 
Материал и методика. Для получения новых модификаций хитозанов в качестве 

модификаторов были синтезированы и применены следующие пиразол карбоновые кис-
лоты:1-карбоксиэтилпиразол(I),1-карбоксиэтил-3-метилпиразол(II),3-[2-(3-пионо-метил-
пиразол-1-ил)этиламино] пропионовая кислота(III), (3-(4'-формилпиразол-1'-ил) 
пропионовая кислота(IV) и 3-(4'-формил-3'-метилпиразол-1'-ил)пропионовая 
кислота(V). 

В исследованиях использовали хитозан (Sigma Aldrich) c низкой (а -Mr=300 кДа) и 
средней (б -Mr = 600 кДа) молекулярной массой. Для получения модификации 
хитозанов были взяты водные растворы пиразол карбоновой кислоты и хитозана в 
молярных соoтношениях 1:1.3. Пиразол карбоновые кислоты растворяли в воде, нагревая 
до 60°С и при перемешивании порциями добавляли  хитозан [9]. Полученные 
хитозановые пленки сушили при комнатной температуре. На рис.1 изображены формулы 
полученных модификаций хитозана.  

 
Рис.1. Формулы полученных модификаций хитозана. 

 
Для определения антимикробных свойств модифицированных хитозанов в 

качестве тест-организмов использовали Escherichia coli VKPM-М17, Staphylococcus aureus 
WDCM 5233, Bacillus subtilis WT-A1 и Aspergillus flavus WT. Предварительно тест-
культуры бактерий выращивали в питательном бульоне в течение 12-16 ч при 
оптимальной температуре. В случае изучения антигрибковой активности на среду  
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добавляли A. flavus в расчете 104 спор на чашку Петри [2]. Для предварительного 
скрининга наиболее активных модификаций хитозанов была изучена антибактериальная 
активность хитозановых пленок, вырезанных в виде дисков с диаметром 5 мм. Пленки 
были предварительно стерилизованы ультрафиолетом на расстоянии 20 см в течение 30 
мин (продолжительность обработки и расстояние подобраны эмпирически). Стерильные 
диски выкладывали на поверхность засеянной тест-культурой среды.  

Определение антибактериальных свойств водных растворов модифицированных 
хитозанов (1, 10, 20 мг/мл)проводили методом диффузии в агар с использованием лунок                  
(8 мм). В лунки вносили по 0,1 мл изучаемых растворов. Чашки Петри предварительно 
выдерживали в холодильнике в течение двух часов для диффундирования исследуемого 
вещества.  

О наличии антибактериальной активности судили по результатам 3-х 
независимых экспериментов, по образованию зон отсутствия роста тест-организмов 
после 24-часового инкубирования. Зону подавления роста диаметром 2 мм по меньшей 
мере регистрировали как положительный результат [1]. 
         
         Результаты и обсуждение. Применением пиразол карбоновых кислот были 
получены модифицированные хитозановые пленки с низкой и средней молеку-
лярной массой хитозана. 

Исследование антимикробной активности дисков полученных пленок хи-
тозанов выявило ярко выраженную антибактериальную активность. Результаты 
обобщены в табл.1. 

 
Таблица 1. Антимикробная активность дисков хитозановых пленок 

 
Диаметр отсутствия роста тест-культур (Ø см) Модифицированный 

хитозан B.subtilis WT–A1 S.aureus WDCM 5233 E. coli  VKPM-M17 A. flavus WT 

Ia 0.3 0.6 0 0 
Iб 0.2 0 0 0 
IIa 0.3 0.6 0.3 0 
IIб 0 0 0 0 
IIIa 0.2 0.2 0 0 
IIIб 0.1 0 0 0 
IVa 2.5 2.8 2.5 0 
IVб 2.0 2.0 2.0 0 
Va 1.5 2.0 2.5 0 
Vб 2.0 2.5 2.0 0 

*стандартное отклонение составляло ± 0.1 см 
 

Из данных, приведенных в табл. 1, видно, что все модифицированные хи-
тозаны обладали антибактериальной активностью, за исключением пленок моди-
фицированного хитозана IIб. Модифицированный же хитозан IIIб только незна-
чительно ингибировал рост эндоспорообразующих бактерий. Диски модифици-
рованных хитозанов Iа и IIIa подавляли рост только грамположительных 
бактерий. Особый интерес представляли пробы IVa, IVб, Va и Vб, которые 
подавляли рост как грамположительных, так и грамотрицательных бактерий, 
следовательно, они имеют широкий спектр действия. Модифицированные 
хитозановые пленки низкой молекулярной массы проявляли большую 
антибактериальную активность по сравнению с модифицированными 
хитозановыми пленками средней молекулярной массы.  

Большинство модифицированных хитозанов подавляло рост грамположи-
тельных, эндоспорообразующих бактерий, однако ни один из хитозанов не по-
давлял роста мицелиального гриба A. flavus WT.  
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Исследование антибактериальной активности растворов указанных образ-

цов выявило аналогичные результаты (табл. 2). 
Растворы хитозановых пленок проявляют антибактериальную активность 

по отношению к B. subtilis WT-A1 в концентрациях 20 мг/мл (рис. 2). Образцы не 
демонстрировали антибактериальную активность при низких концентрациях                  
(1 мг/мл).  

 
Таблица 2. Антимикробная активность растворов хитозановых пленок 

 

*стандартное отклонение составляло ± 0.1 см 
 

При исследовании растворов хитозановых пленок в некоторых случаях 
наблюдается увеличение зоны подавления роста тест-организма. Несмотря на то 
что образцы подавляли рост эндоспорообразующих бактерий, антигрибковая ак-
тивность не проявлялась даже при высоких концентрациях. 

 

 
Рис. 2. Антибактериальня активность растворов хитозановых пленок по отношению к  

 B. subtilis в концентрациях 10 мг/мл (а) и 20 мг/мл (б). 
 

Растворы модифицированных хитозановых пленок низкой молекулярной 
массы более активны по сравнению с таковыми, средней молекулярной массы, 
что наблюдалось и при изучении антимикробной активности сухих модифици-
рованнных пленок хитозанов. 

С точки зрения химического строения очевидно, что наибольшую анти-
бактериальную активность проявляет карбоксипиразол модифицированный 
хитозан. Однако в случае наличия формил- групп в четвертом положении 
пиразолового кольца антибактериальная активность хитозанов увеличивается 
по сравнению с другими модификациями (образцы IVа и Ivб по сравнению с 
образцами Iа и Iб). 

Хитозановые пленки, модифицированные пиразол карбоновыми 
кислотами, содержащими остаток пропионовой кислоты в первом положении  

Диаметр отсутствия роста тест-культур (Ø см) 
B. subtilis WT-А1 S. aureus WDCM-5233 E. coli  VKPM-M17 

Концентрация модифицированного хитозана мг/мл 
Модифицированный   
             хитозан 

1 10 20 1 10 20 1 10 20 
Ia 0 0 2.0 0 0 0.6 0 0 0 
Iб 0 0 0.2 0 0 0 0 0 0 
IIa 0 0 1.0 0 0 1.0 0 0 0.6 
IIб 0 0 1.0 0 0 1.0 0 0 0 
IIIa 0 0 2.5 0 0 3.0 0 0 2.5 
IIIб 0 0 2.0 0 0 1.5 0 0 0 
IVa 0 3.0 3.0 0 1.5 3.0 0 0 3.0 
IVb 0 1.0 2.0 0 0 2.0 0 0 2.8 
Va 0 1.5 2.0 0 0 2.0 0 0 3.0 
Vб 0 2.0 2.5 0 0 2.5 0 0 2.0 
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пиразолового кольца, более активны, чем пленки, модифицированные пиразол 
карбоновыми кислотами, содержащими остаток этиламинопропионовой 
кислоты (образцы Vа и Vб по  срaвнению с образцами III а и III б).  

Из результатов исследований пиразоловых пленок следует, что образцы 
проявляют высокую антибактериальную активность широкого спектра.  

 
''Получение хитозановых пленок выполнено при финансовой поддержке ГКН 

МОН РА в рамках научного проекта N13Ар- 2е 031'' 
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