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Растущее по всему миру число остеопластических 
операций и ужесточение регуляционных норм, при‑
меняемых к костным трансплантатам относительно 
их стерильности и биосовместимости, обусловли‑
вают необходимость поиска оптимальных подходов 
к подготовке костного материала высокого качества 
для нужд регенеративной медицины [1].

Использование не только сверхкритического 
(СК) CO2, но и некоторых двухфазных систем, вклю‑
чающих в качестве неполярной фазы CO2 под вы‑
соким давлением, для модификации костной ткани 
представляется перспективным, но малоизученным 
методом. Уникальной особенностью среды, содер‑
жащей CO2 под высоким давлением, является то, 
что после окончания процесса модификации био‑
ткани и декомпрессии CO2, будучи газом при нор‑
мальных условиях, самопроизвольно покидает мо‑
дифицированный готовый продукт. Это удобное 
и простое решение проблемы остаточного раство‑
рителя важно для приложений, требующих высокой 
чистоты материалов, включая медицину.

Известно использование в биомедицинских при‑
ложениях либо чистого СК СО2, либо СК СО2 в при‑
сутствии сорастворителей с сохранением гомофаз‑

ной и, как правило, сверхкритической системы. 
Действительно, установлено, что неполярный СК 
СО2 способен глубоко проникать в пористые мат‑
рицы и эффективно экстрагировать растворимые 
в нём слабополярные компоненты, такие, например, 
как липиды [2, 3]. Однако отмечается, что его рас‑
творяющая способность применительно к полярным 
веществам весьма ограниченна. Эту проблему ре‑
шают добавлением полярных сорастворителей 
к СО2, что улучшает искомую экстракционную спо‑
собность. Во всех описанных в литературе случаях 
использования сорастворителя для СК СО2 при 
очистке костной ткани [4, 5] авторы стремились 
добавлять лишь малые его количества (доли про‑
цента) с целью сохранить гомогенную фазу, причём 
в сверхкритических условиях. Мы предлагаем отка‑
заться от этой традиционной концепции и перейти 
к использованию заведомо больших количеств по‑
лярного сорастворителя, сопоставимых с количе‑
ством самого СО2 под давлением в реакторе. В этих 
условиях гомофазность системы сохранить не 
удастся и в реакторе будет происходить фазовое раз‑
деление на полярную и неполярную фазы, в опре‑
делённой степени насыщаемые вторым компонен‑
том. Однако такие бифазные системы с фазовора‑
зделённым неполярным СО2 (насыщаемым поляр‑
ным компонентом) и полярной жидкостной фазой 
(насыщаемой СО2) представляются нам эффектив‑
ными для растворения как неполярных, так и по‑
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лярных, а также амфифильных соединений (по‑
следнее при условии формирования развитой гра‑
ницы раздела фаз, служащей для них аттрактором). 
Поскольку подлежащие экстракции для самой воз‑
можности последующего использования костного 
материала в регенеративной медицине липиды, 
белки, полисахариды, их ковалентно связанные 
гибриды, комплексы и иные высокомолекулярные 
соединения остаточного клеточного материала 
(включая остеоциты) характеризуются весьма раз‑
личными степенями гидро‑, липо‑ и амфифильно‑
сти, такой комплексный подход позволяет ожидать 
их более полного удаления. Приложение высокого 
давления p в сотни атмосфер обеспечивает, согласно 
известному соотношению Уошбурна r ~ -2scos θ/p 
(где s —  поверхностное натяжение жидкости, θ —  
угол смачивания ею стенок пор), доступ жидкости 
в исходно не смачиваемые ею поры радиусом r 
до единиц нанометров, устраняя противодействие 
капиллярных эффектов, что и позволяет эффективно 
осуществлять экстракцию из пористых матриц сме‑
шанными растворителями под давлением.

В настоящей работе в качестве второй фазы в би‑
фазных системах под высоким давлением СО2 вы‑
браны вода и водный раствор перекиси водорода. 
Хорошо известно, что при растворении молекул СО2 
в воде и в перекиси водорода под давлением фор‑
мируются угольная и пероксиугольная кислоты, 
соответственно самонейтрализующиеся при после‑
дующей декомпрессии [6].

Модификация костной ткани в бифазных сис‑
темах под высоким давлением, содержащих фазо‑
воразделенные СО2 и водную среду с присутствием 
угольной и пероксиугольной кислот, проводилась 
по следующей схеме. Небольшой цилиндрический 
фрагмент костной ткани (кортикальная бедренная 
кость барана) высотой около 0,5 см и диаметром 
около 1,5 см, 5 мл полярного компонента бифазной 
системы (либо H2O, полученная на установке Mil‑

lipore Milli‑Q Synthesis непосредственно перед экс‑
периментом, либо 3%‑й водный раствор H2O2 по‑
ставки “Sigma‑Aldrich”) и магнитный перемешива‑
ющий элемент помещали в реактор высокого дав‑
ления объёмом 10 мл, крышка и стакан которого 
выполнены из нержавеющей стали, рубашка —  
из титана. После этого в реакторе с помощью руч‑
ного пресса (#81‑5.75‑10, “HIP”, США) нагнетали 
давление в 390 атм CO2 (МГПЗ, Россия, высокой 
чистоты, >99,995%) при 25 °C. Температура после‑
дующей экспозиции закрытого реактора контроли‑
ровалась водным термостатом (ET 15, “Lauda”, Гер‑
мания) с магнитной мешалкой (40 °C и 25 °C для 
систем с угольной и пероксиугольной кислотами 
соответственно). Температура и давление подбира‑
лись таким образом, чтобы обеспечить близкие плот‑
ности двух фаз в бифазных системах. Через 24 ч 
экспозиции фрагментов костной ткани под высоким 
давлением СО2 проводили озвучание реакторов 
 ультразвуком в течение 15 мин, чтобы увеличить 
границу раздела полярной и неполярной фаз в ре‑
акторе. Затем реактор медленно декомпрессировали. 
Образцы костного матрикса извлекали и сушили 
в термошкафу (FD23, “Binder”, Германия) при 40 °C 
в течение 24 ч. Сухой экстрагированный материал 
получали методом полива из растворов и последу‑
ющего высушивания при 40 °C. По завершении как 
образцы, так и экстракты подвергали анализу. 
Образцы модифицированных костных фрагментов, 
исследованные методом рентгеновской и ИК‑спек‑
троскопии, предварительно измельчали в агатовой 
ступке.

Исследование морфологии внутренней структуры 
фрагментов костной ткани (поверхности сколов) 
до и после их обработки в растворах угольной и пе‑
роксиугольной кислот под высоким давлением СО2 
проводили с помощью сканирующего электронного 
микроскопа Hitachi SU8000 (Япония), следуя опи‑
санному ранее подходу [7] с использованием маг‑
нетронного запыления металлом (Pt/Pd, 80/20, 

(а) (б) (в)

Рис. 1. СЭМ‑изображения сколов костного материала: исходная, необработанная кость (а); обработанная (б, в) 
в растворах угольной кислоты (десять 24‑часовых циклов при 390 атм и 25 °С с перемешиванием) (б), пероксиуголь‑
ной кислоты (десять 24‑часовых циклов при 390 атм и 40 °С с перемешиванием) (в).
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10 нм) [8]. Съёмку изображений вели в режиме ре‑
гистрации вторичных электронов при ускоряющем 
напряжении 10 кВ. На изображениях исходной ко‑
сти видно присутствие маскирующей структуру 
костного композита плёнки (рис. 1а), тогда как 
на изображениях сколов костных фрагментов, об‑
работанных в растворах угольной и пероксиугольной 
кислот под высоким давлением СО2, она отсутствует 
и внутренняя структура костной ткани просматри‑
вается более чётко, что можно считать подтвержде‑
нием эффективности экстракции в таких бифазных 
средах [9]. В то же время видно, что происходит 
частичная деструкция костной ткани, экспониро‑
ванной в растворах пероксиугольной кислоты под 
высоким давлением СО2, и это ведёт к образованию 
многочисленных осколков на поверхности костной 
ткани и свидетельствует об изменениях в неоргани‑
ческой фазе материала (рис. 1в).

Для дальнейшей оценки эффекта от воздействия 
бифазных систем, содержащих СО2 под высоким 
давлением, на костную ткань образцы были иссле‑
дованы с помощью инфракрасной спектроскопии. 
ИК‑спектры образцов костной ткани регистриро‑
вали на спектрометре Nexus (“Thermo Nicolet”, USA) 
в режиме пропускания с использованием таблеток 
KBr в диапазоне 3600–600 см-1 (рис. 2). Можно от‑
метить уменьшение интенсивности некоторых пи‑
ков, соответствующих липидным, белковым и по‑
лисахаридным компонентам и фрагментам в кост‑
ных образцах после экспозиции в растворах уголь‑
ной и пероксиугольной кислот (а именно пик 
2960 см-1, который может быть отнесён к νas‑
колебаниям СН3‑групп, 2920 см-1 — νas —  к колеба‑

ниям СН2‑групп, 2850 см-1 —  к νs‑колебаниям СН2‑
групп, а также полосы 720 см-1 — к маятниковым 
колебаниям СН2‑групп и 695 см-1 — к δCH непло‑
ским колебаниям групп HRC = CR′H).

Для определения кристаллической структуры 
неорганической фазы материала, экстрагированного 
из плёнок во время их экспозиции в присутствии 
угольной и пероксиугольной кислот под высоким 
давлением СО2, был проведён рентгеноструктурный 
анализ, а также сканирующая электронная микро‑
скопия (СЭМ) экстрактов, сопряжённая с энерго‑
дисперсионной рентгеновской спектроскопией.

Рентгеновские дифрактограммы измеряли в ша‑
говом режиме на дифрактометре Rigaku D/Max RC 
(геометрия Брегга—Брентано, CuKα‑излучение) 
в интервале дифракционных углов 2θ = 10°–100°. 
Идентификацию кристаллических фаз проводили 
с использованием банка дифрактограмм ICDD 
PDF‑4+ [10]. Количественный фазовый анализ про‑
водили методом Ритвельда [11, 12] в программном 
пакете DDM 1.95 [13]. Рентгенограммы изученных 
образцов приведены на рис. 3. Образец исходной 
костной ткани (рис. 3а) содержит единственную 
фазу со структурой гидроксилапатита. Значительная 
ширина пиков связана с малостью размера коге‑
рентно дифрагирующего домена. 

Некоторые расхождения расчётной и экспери‑
ментальной рентгенограмм связаны с неполным 
учётом анизотропного уширения в плоскости (110), 
вероятно, связанного с особенностями структурного 
упорядочения доменов неорганической фазы в кост‑
ном материале. На рентгенограмме образца пере‑
осаждённого экстракта, полученного из растворов 
угольной кислоты при экспозиции в ней фрагмента 
кости под высоким давлением СО2 (рис. 3б), кроме 
фазы со структурой гидроксилапатита, идентифи‑
цированы следующие фазы: NaCl, KCl, CaCO3. Не‑
систематические вариации интенсивности пиков 
CaCO3 свидетельствуют о том, что наблюдаемые 
особенности не являются следствием наличия пре‑
имущественной кристаллографической ориентации 
(текстуры), а могут быть объяснены тем, что эта фаза 
находится в крупнокристаллическом состоянии, 
имитирующем текстуру за счёт малого количества 
частиц, попадающих в рентгеновский пучок 
во время измерения. Значительно большая ширина 
пиков переосаждённого гидроксилапатита в срав‑
нении с исходной, необработанной, костью свиде‑
тельствует о том, что переосаждённая фаза находится 
в наноразмерном состоянии. 

На рентгенограмме образца переосаждённого 
экстракта, полученного из растворов пероксиуголь‑
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Рис. 2. ИК‑спектры исходной костной ткани (а), 
а также обработанной (б, в) в растворах угольной (б) 
и пероксиугольной (в) кислот под высоким давлением 
СО2.
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ной кислоты при экспозиции в ней фрагмента кости 
под высоким давлением СО2, идентифицированы 
только гидроксилапатит и хлорид натрия, причём 
гидроксилапатит в виде двух фаз с существенно раз‑
личными полуширинами пиков и находящимися 
примерно в равных весовых долях; фаза с большой 

шириной аналогична той, что обнаружена в преды‑
дущем описанном образце. 

Наличие в системе фаз, значительно различа‑
ющихся по полуширинам, может свидетельствовать 
о протекавшем в ходе получения образца процессе 
кристаллизации. Стоит отметить, что ширины пиков 
фазы с меньшей шириной меньше, чем у образца 
“контроль”, т.е. она находится в более закристалли‑
зованной форме. 

Отсутствие карбоната кальция в костном экс‑
тракте, полученном из растворов пероксиугольной 
кислоты под высоким давлением СО2, можно объ‑
яснить следующим образом. Известно, что карбонат 
кальция слабо растворим в воде, но лучше раство‑
ряется в присутствии перекиси водорода благодаря 
более низким значениям рН и более высоким зна‑
чениям диэлектрической проницаемости [14]. По‑
этому в отсутствие перекиси водорода можно ожи‑
дать более выраженного роста диспергированных 
кристаллических частиц карбоната кальция по мере 
растворения исходного гидроксилапатита кости 
в процессе экспозиции.

Морфологию частиц исходного материала и пе‑
реосаждённого экстракта сравнивали на сканирую‑
щем электронном микроскопе JEOL JSM‑6490LV 
в отражённых электронах (полупроводниковый 
детектор, напряжение 10 кВ, режим суммирования), 
без запыления. Характеристические рентгеновские 
спектры измеряли с использованием приставки ло‑
кального рентгеноспектрального анализа INCA 
X‑sight (“Oxford Instruments”). Микрофотографии 
образцов приведены на рис. 4. Частицы исходного, 
необработанного, фрагмента кости (рис. 4а) не обла‑
дают правильной формой. На сколах видны следы 
слоёв, вероятно, объясняющих наблюдаемую ани‑
зотропию пиков на дифрактограмме. 

Ввиду сильного заряжения всех образцов в от‑
сутствие запыления металлом достоверность коли‑
чественного анализа рентгеновских спектров будет 
невысока, поэтому обсуждение ограничено инфор‑
мацией качественного характера. На рентгеновском 
спектре исходного образца костной ткани обнару‑
жены линии, характерные для гидроксилапатита: 
Ca, P, O. Также зарегистрированы линии магния, 
натрия, азота и углерода (последние два характерны 
для органической компоненты матрикса). Образец 
экстракта, полученного из растворов угольной кис‑
лоты при экспозиции в ней фрагмента кости под 
высоким давлением СО2 (рис. 4б), представляет 
собой смесь частиц двух различных морфологий. 
Частицы первого типа представляют собой большие 
пластинки размером 10–50 мкм и толщиной менее 
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Рис. 3. Результаты полнопрофильного анализа диф‑
рактограмм по методу Ритвельда. а — образец исход‑
ного, необработанного, костного фрагмента, образцы 
экстракта, полученные из растворов угольной (б) 
и пероксиугольной (в) кислот при экспозиции в них 
фрагмента кости под высоким давлением СО2.
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1 мкм с хорошо различимыми порами. Спектры, 
измеренные на этих частицах, аналогичны по набору 
элементов спектрам образца исходной кости 
и, по всей видимости, являются фазой гидроксил‑
апатита, обнаруженной на дифрактограммах 
(рис. 3б). Частицы второго типа представляют собой 
агломераты размером 5–10 мкм из небольших плас‑
тинок размером менее 1 мкм. В их спектрах в допол‑
нение к элементам, обнаруженным в пластинке, 
присутствуют линии хлора и калия. Образец экс‑
тракта, полученного из растворов пероксиугольной 
кислоты при экспозиции в ней фрагмента кости под 
высоким давлением СО2 (рис. 4в), составлен 
из округлых агломератов размером 20–30 мкм. Агло‑
мераты состоят из небольших (менее 1 мкм) частиц, 
причём на поверхности некоторых из них обнару‑
жены ажурные пластины размером около 10 мкм. 
Спектрально этот образец аналогичен агломератам 
предыдущего образца, но содержит дополнительно 
очень слабые линии азота и серы, присущие белкам. 
Гидроксилапатит, который перекристаллизовывается 
из растворов экстракта костной ткани в угольной 
и пероксиугольной кислотах в виде более мелких 
кристаллов, чем в исходной костной ткани, которые 
имеют размер менее 50 мкм, можно использовать 
в качестве перспективного порошкового материала 
для регенерации костных дефектов [15].

Таким образом, в данной работе впервые изучено 
влияние экспозиции в двухфазных средах под вы‑
соким давлением (H2O + CO2, H2O2 + CO2) костной 

ткани животного происхождения на её внутреннюю 
структуру. Такие кислые под давлением, но само‑
нейтрализующиеся при декомпрессии системы 
представляются перспективными для использова‑
ния в процессах получения материалов для биоме‑
дицинских приложений. Показано, что в присут‑
ствии угольной и пероксиугольной кислот под 
высоким давлением СО2 можно добиться экстрак‑
ции из фрагментов костей остаточных высокомо‑
лекулярных соединений органической фазы и кле‑
точного материала, ограничивающих биосовмести‑
мость костной ткани для применения в тканевой 
инженерии. В то же время такие системы проде‑
монстрировали способность к экстракции также 
и компонент неорганической фазы. Интересно, что 
гидроксилапатит, экстрагированный из кости в этих 
системах, осаждаясь, перекристаллизовывается 
в существенно более мелкие по сравнению с исход‑
ными в костном материале плоские кристаллиты, 
которые, как и очищенный матрикс, могут пред‑
ставлять интерес для применения в биомедицин‑
ских приложениях.
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Рис. 4. Электронные микрофотографии (верхний ряд) измельчённых образцов исходной костной ткани (а), экстрак‑
тов, полученных из растворов угольной (б) и пероксиугольной (в) кислот при экспозиции в них фрагмента кости 
под высоким давлением СО2, в отражённых электронах и соответствующие им рентгеновские спектры. Два спектра, 
приведённых на панели (б), измерены на пластинке (чёрный спектр) и на агломерате частиц (серый спектр).
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In the present work, a promising method was proposed for purification of fragments of animal bone tissue from 
high‑molecular weight compounds in bi‑phase media containing high‑pressure CO2 for the first time, namely, in 
solutions of carbonic and peroxycarbonic acids. The effectiveness of this purification was confirmed by SEM and 
IR spectroscopy. It turned out that during the exposure of bone fragments in solutions of carbonic and peroxy‑
carbonic acids under high pressure of CO2, the components of the mineral phase of bone tissue are also extracted, 
which allows to obtain highly dispersed particles of hydroxyapatite during the deposition of the extract. The 
structure and composition of the extracts were investigated by XRD analysis and SEM.

Keywords: bone tissue, supercritical CO2, carbonic acid, peroxycarbonic acid, extraction, hydroxyapatite.
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