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РЕФЕРАТ  
Хитозан и его производные также используются в 
фармацевтике в качестве вспомогательного веще-
ства, носителя лекарственного средства или тера-
певтического агента. Исследование проводили на 
базе кафедры биохимии и физиологии ФГБОУ ВО 

СПБГУВМ. Выполнили систематическое обобщение литературы по токсикологическим 
исследованиям хитозана (in vitro и in vivo). Целью данного исследования явилась про-
верка безопасности кормовой добавки, содержащей хитозан, методами биотестирования 
на общую токсичность. Экспериментальный образец кормовой добавки был наработан 
на основе диатомита обожженного (0,3-0,7 мм) и концентрата водорастворимого хитоза-
на. Токсичность при многократном введении in vivo. Определяли общую токсичность и 
острую токсичность на Danio rerio согласно ГОСТу 31674-2012 «Корма, комбикорма, 
комбикормовое сырьё. Методы определения общей токсичности». Инфузории содержа-
лись в среде Лозина-Лозинского, приготовленной по ГОСТу 31674-2012. Проводили 
оценку влияния водного экстракта на тест-систему в микроаквариумах, в качестве кото-
рых использовали иммунологические планшеты. Контроль за выживанием проводился с 
использованием светового микроскопа при увеличении 100х. Наблюдения осуществля-
лись, как и в контрольном растворе так и в водном экстракте через 30 мин, 1 час, 2 часа 
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и 3 часа после начала эксперимента.  Биотестирование проводилось с двойным повторе-
нием для каждой пробы.  Выживаемость инфузорий через 3 часа в водном экстракте не-
разведенного образца составляет 83%; выживаемость инфузорий через 3 часа в водном 
экстракте разведенного образца составляет 83%. Результаты исследований показали, что 
представленный образец кормовой добавки, содержащей хитозан и диатомит, является 
нетоксичным (безвредным). В статье также обсуждаются возможные механизмы токси-
ческого действия хитозана и рекомендации по безопасному применению в ветеринарии. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION  
Во всём мире наблюдается повышен-

ный интерес к использованию биоактив-
ных молекул, таких как хитозан, в каче-
стве лечебно-профилактического сред-
ства [1,2,3,4]. Благодаря своей биоразла-
гаемости, биологической совместимости, 
антимикробным свойствам, антиокси-
дантной активности и высокой безопасно-
сти хитозан потенциально может приме-
няться в самых разных областях, в том 
числе в сельском хозяйстве в целях улуч-
шения молочной, мясной продуктивности 
и повышения резистентности организма 
животных к инфекционным болезням 
[5,6, 7, 8].  

Олигосахарид хитозана является ос-
новным продуктом распада хитина (часто 
применяется панцирь омара Panurilus 
argus) в результате химического гидроли-
за или ферментативного распада с участи-
ем процессов деацетилирования и депо-
лимеризации [9, 10]. 

Несмотря на то, что существует мно-
жество данных об оценке токсичности 
неорганических наночастиц, знания о 
биоразлагаемых наноматериалах, которые 
всегда считались безопасными, по-
прежнему ограничены [11]. Возможности 
применения хитозана сильно ограничены 
из-за его чрезвычайно твёрдой кристалли-
ческой структуры: он нерастворим при 
уровне pH выше или равном 7. Это обу-
славливает необходимость производство 
легко усваиваемых композиций на основе 
хитозана [12].   

Хитозан способен восстановить фос-
форно-кальциевый баланс и защитить 
функции печени, почек и мозга.  Он так-
же снижает уровень кадмия в печени, 
почках и мозге, а также в костях крыс в 
экспериментах по оценке действия хито-
зана [13].  Хитозан обладает локальной 
биологической активностью в виде гемо-

статического действия и, наряду со спо-
собностью активировать макрофаги и 
вызывать стимуляцию выработки цитоки-
нов (что вызывает интерес к его примене-
нию в ветеринарии), может стать объек-
том более тщательной оценки его без-
опасности в качестве биологической до-
бавки для крупного рогатого скота [12]. 
Наночастицы хитозана широко использу-
ются в качестве полимерных носителей 
лекарственных средств в составе наноча-
стиц благодаря их способности повышать 
эффективность и безопасность доставки 
лекарств [13].  

Важным критерием для использования 
хитозана является отсутствие токсично-
сти, поэтому данное исследование посвя-
щено изучению общей токсичности и 
острой токсичности хитозана с целью 
дальнейшего его применения в животно-
водстве. Несмотря на наличие значитель-
ного количества исследований в области 
применения хитозана, всё ещё нет доста-
точного количества достоверных данных 
по применению в сельском хозяйстве. 
Перед оценкой влияния хитозана на мо-
лочную и мясную продуктивность круп-
ного рогатого скота необходимо оценить 
токсичность на лабораторных биологиче-
ских моделях. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Целью данного исследования явилась 
проверка безопасности кормовой добав-
ки, содержащей хитозан, методами биоте-
стирования на общую токсичность. Экс-
периментальный образец кормовой до-
бавки был наработан на основе диатомита 
обожженного (0,3-0,7 мм) и концентрата 
водорастворимого хитозана. Токсичность 
при многократном введении in vivo вклю-
чает оценку неблагоприятных эффектов, 
возникающих в результате повторного 
ежедневного воздействия дозы вещества 
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в течение определенного периода време-
ни до ожидаемой продолжительности 
жизни подопытных животных. 

Исследование проводили на базе ка-
федры биохимии и физиологии ФГБОУ 
ВО СПБГУВМ. Определяли общую ток-
сичность и острую токсичность на Danio 
rerio, согласно ГОСТ 31674-2012 «Корма, 
комбикорма, комбикормовое сырьё. Ме-
тоды определения общей токсичности».   

При содержании и умерщвлении жи-
вотных соблюдали основные принципы 
Европейской конвенции о защите позво-
ночных животных, используемых для 
экспериментов или в иных научных це-
лях, ГОСТ 31674-2012 «Корма, комбикор-
ма, комбикормовое сырьё. Методы опре-
деления общей токсичности» и «Правила 
надлежащей лабораторной практи-
ки» (приказ Министерства здравоохране-
ния Российской Федерации от1 апреля 
2016 года N 199н).  

Определение общей токсичности.  
Культивирование инфузории Paramecium 
caudatum производилось по «ГОСТу 
31674-2012. Корма, комбикорма, кормо-
вое сырье. Методы определения общей 
токсичности».  

Осуществляли перевод инфузорий на 
дрожжевой корм. Инфузории содержа-
лись в среде Лозина-Лозинского, приго-
товленной по ГОСТу 31674-2012, при 
температуре 25 ºС и искусственном осве-
щении. Состав среды Лозина-Лозинского, 
следующий: на 1 л d H2O, NaCl – 0,1 г; 
KCl – 0,01 г; CaCl2 – 0,01 г; MgCl2 – 0,01 
г; NaHCO3 – 0,02 г. [2].  

Проводили оценку влияния водного 
экстракта на тест-систему в микроаквари-
умах, в качестве которых использовали 
иммунологические планшеты.  

Водный экстракт готовили следую-
щим образом: 10 г пробы помещали в 
стеклянную емкость для экстракции, до-
бавляли 50 мл среды для культивирова-
ния и интенсивно встряхивали в течение 
2 минут. Затем, после 10 минут отстаива-
ния, смесь снова встряхивали в течение 2 
минут и оставляли отстаиваться на 15-20 
минут. Надосадочную жидкость отбирали 
с помощью шприца и фильтровали через 

бумажный фильтр. 
Контроль за выживанием проводился 

с использованием светового микроскопа 
при увеличении 100х. Наблюдения осу-
ществлялись, как и в контрольном раство-
ре так и в водном экстракте через 30 мин, 
1 час, 2 часа и 3 часа после начала экспе-
римента.  

Биотестирование проводилось с двой-
ным повторением для каждой пробы. 
Токсичность образца оценивалась по вре-
мени, необходимого для гибели инфузо-
рий. Проба классифицировалась как 
остротоксичная, если гибель происходила 
в течение 30 минут, токсичная – если в 
период от 31 до 60 минут, слаботоксичная 
- от 1 до 3 часов, нетоксичная – если гибе-
ли не наблюдалось в течение трех часов. 

Острая токсичность определялась в 
ходе эксперимента с использованием 
взрослых особей Danio rerio (6,5 месяцев, 
масса - 0,35±0,01) дикого типа. 

Животные содержались в аквариумах 
при уровне освещения 300-330 пк и фото-
периоде 14 часов светлых и 10 часов тем-
ных периодов. Температура воды поддер-
живалась на уровне 27 ± 0,5 °C. Кормле-
ние проводилось дважды в день ежеднев-
но сухими гранулами корма и один раз в 
три дня Artemia sp. 

В аквариумы была добавлена кормо-
вая добавка в дозе 5,0-0,313 г/л. В ходе 
эксперимента было изготовлено три кон-
центрации исследуемого комплекса, от-
личающихся в 2,0 раза. Исследования 
проводились в соответствии с рекоменда-
циями   OECD 203. Рыбы размещались в 
трехлитровых поликарбонатных резерву-
арах, по восемь особей в каждом аквари-
уме (n=48). Распределение рыб по резер-
вуарам осуществлялось в следующем ко-
личестве: 

Исследования проводили согласно 
рекомендациям OECD 203. Рыбы поме-
щались в 3-х литровые поликарбонатные 
резервуары (8 особей в каждом аквари-
уме, n=48).   

Рыб распределяли в резервуары в сле-
дующем количестве: 

Для каждой концентрации испытуемо-
го вещества в аквариуме содержалось по 
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8 рыб. 
В качестве контрольной группы для 

мониторинга качества воды в аквариуме 
использовалось тоже 8 рыб. 

Температура в аквариумах с рыбами 
стабильно поддерживалась на уровне 27°
C с погрешностью ± 0,5°C, а продолжи-
тельность светового дня составляла 14 
часов при 10 часах темноты 
(интенсивность освещения - 300 люкс). 
Ежесуточно осуществлялись измерения 
pH, концентрации растворенного кисло-
рода и температуры. 

Уровень смертности в контрольных 
группах оставался ниже 10%, что согласу-
ется с показателями OECD 203. 

Каждые 24 часа в ходе исследования 
проводился осмотр групп рыб. Рыба при-
знавалась погибшей при обнаружении 
характерных внешних признаков: непо-
движность жаберных крышек и отсут-
ствие реакции на раздражение хвостового 
стебля. Помимо смертности, наблюдали 
за изменениями в поведении рыб, а также 
за появлением пигментации. 

В ходе экспериментальных исследова-

ний оценивались следующие токсиколо-
гические показатели: максимальная без-
вредная концентрация, которая не приве-
ла к гибели особей в течение эксперимен-
та; минимальная концентрация, способ-
ная вызвать 100% летальность в течение 
эксперимента; общий процент погибших 
особей для каждой концентрации в уста-
новленный период наблюдения; значения 
LC50 через 96 часов с 95% доверитель-
ным интервалом. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Результаты определения общей ток-

сичности на тест -системах, представлены 
в Таблице 1 и 2. 

Выживаемость инфузорий через 3 
часа в водном экстракте неразведенного 
образца составляет 83%; выживаемость 
инфузорий через 3 часа в водном экстрак-
те разведенного образца составляет 83%. 
Исследуемый образец можно считать не-
токсичным.  

Результаты определения острой ток-
сичности хитозана на Danio rerio пред-
ставлены в Таблице 3.   

Таблица 1 – Выживаемость инфузорий Paramecium caudatum при внесении  
тестируемого комплекса, двух разных концентраций 

Выживаемость инфузорий в контрольном растворе 

Время Номер лунки в микроаквариуме 

I II III IV V 

В начале опыта 6 6 6 6 6 

Через 30 минут 6 6 6 6 6 

Через 1 ч. 6 6 6 6 6 

Через 2 ч. 6 6 6 6 6 

Через 3 ч. 5 6 6 6 6 

Выживаемость инфузорий в водном экстракте 

Время Номер лунки в микроаквариуме 

I II III IV V 

В начале опыта 6 6 6 6 6 

Через 30 минут 6 6 6 6 6 

Через 1 час 6 6 5 6 6 

Через 2 часа 5 6 5 6 6 

Через 3 часа 5 6 5 6 6 
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Таблица 2 – Выживаемость инфузорий Paramecium caudatum при внесении тести-
руемого комплекса в 3-ёх кратном разведении 

Выживаемость инфузорий в водном экстракте 

Время Номер лунки в микроаквариуме 

I II III IV V 

В начале опыта 6 6 6 6 6 

Через 30 минут 6 6 6 6 6 

Через 1 час 6 6 6 6 6 

Через 2 часа 6 6 6 6 6 

Через 3 часа 6 6 6 5 6 

Таблица 3 – Данные о выживаемости Danio rerio при внесении  
тестируемого комплекса 

Концентрация, 
г/л 

24 ч 48 ч 72 ч 96 ч Кол-во погибших 
рыб, % 

5,0 0 0 0 0 0 

2,50 0 0 0 0 0 

1,25 0 0 0 0 0 

0,625 0 0 0 0 0 

0,313 0 0 0 0 0 

Контроль 0 0 0 0 0 

При применении изучаемого образца 
хитозана с диатомитом в концентрациях 
5,0-0,313 г/л нами не зарегистрирована 
гибель рыб. Их состояние, при использо-
вании данных концентраций, рассматри-
валось как удовлетворительное: реакция 
на внешние раздражители была адекват-
ной (реакция избегания сачка - положи-
тельная); потребление корма в пределах 
физиологической нормы; чешуя плотно 
прилегает к телу; изменение в состоянии 
чешуи не отмечено; слизистые оболочки 
розовые, без видимых патологических 
изменений.  

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Проведено определение общей ток-

сичности на тест-объекте Paramecium 
caudatum и исследование острой токсич-
ности тест объекте Danio rerio. Результа-
ты исследований показали, что представ-
ленный образец кормовой добавки, содер-
жащей хитозан и диатомит в дозе 5,0-
0,313 г/л, является нетоксичным 
(безвредным). Полученные данные позво-
ляют продолжить исследования для даль-
нейшего внедрения исследуемого ком-
плекса в схему лечебно-
профилактических мероприятий в ветери-

нарии.  
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used in pharmaceuticals as an excipient, a 
carrier of a drug or a therapeutic agent. The 
study was conducted on the basis of the De-
partment of Biochemistry and Physiology of 
the St. Petersburg State University of Veteri-
nary Medicine. A systematic review of the 
literature on toxicological studies of chitosan 
(in vitro and in vivo) was performed. The 
aim of this study was to test the safety of a 
feed additive containing chitosan using bio-
assay methods for general toxicity. An ex-
perimental sample of a feed additive was 
developed based on burnt diatomite (0.3-0.7 
mm) and a concentrate of water-soluble chi-
tosan. Toxicity during repeated administra-
tion in vivo. The general toxicity and acute 
toxicity of Danio rerio were determined in 
accordance with GOST 31674-2012 "Feed, 
compound feed, and feed raw materials. 
Methods for determining general toxicity." 
The infusoria were kept in a Lozin-Lozinsky 
medium prepared according to GOST 31674
-2012. The effect of the aqueous extract on 
the test system was evaluated in microaquar-
ia using immunological plates. Survival con-
trol was performed using a light microscope 
at a magnification of 100x. Observations 
were made in both the control solution and 
the aqueous extract 30 minutes, 1 hour, 2 
hours, and 3 hours after the start of the ex-
periment. The biotesting was performed with 
double repetition for each sample. The sur-
vival rate of ciliates after 3 hours in an aque-
ous extract of the undiluted sample is 83%; 
the survival rate of ciliates after 3 hours in an 
aqueous extract of the diluted sample is 
83%. The results of the studies showed that 
the presented sample of a feed additive con-
taining chitosan and diatomite is non-toxic 
(harmless). The article also discusses possi-
ble mechanisms of the toxic effect of chi-
tosan and recommendations for safe use in 
veterinary medicine. 
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