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Бутанол (біобутанол) — нормальний
бутиловий спирт (n-бутанол, метилолпро-
пан), рідина без кольору з характерним
сивушним запахом, лінійний чотирикарбо-
новий аліфатичний спирт, молекулярна
формула якого C4H9OH або СН3(СН2)3ОН.
Бутанол застосовують як розчинник, сиро-
вину для хімічного синтезу або компонент
біопалива [1]. Як паливо біобутанол вико-
ристовують у карбюраторному та інжектор-
ному двигунах у чистому вигляді або як
компонент у сумішевому паливі [2]. 

Біобутанол можна отримати з біомаси,
як і біоетанол, декількома шляхами: фер-
ментацією цукро- або крохмалевмісної рос-
линної сировини (біобутанол 1-го поколін-
ня) та переробленням лігноцелюлозної
сировини (біобутанол 2-го покоління). Біо -
бутанол, вироблений з біомаси за допомогою
клостридій у процесі ацетон-бутанол-ета-
нольної (АБЕ) ферментації, має ідентичні
характеристики з бутанолом, одержаним
у результаті хімічного синтезу [3, 4].

Основним чинником, що впливає на рен-
табельність АБЕ-бродіння, є висока собівар-
тість крохмальних (кукурудза, пшениця,
просо тощо) та цукрових (меляса, сорго
тощо) субстратів [5–9]. Саме цей факт і здат-
ність цукролітичних клостридій використо-

вувати різні вуглеводи стимулювали дослі -
дження щодо застосування альтернативних
субстратів [10, 11].

У дослідженнях з ферментації різноманіт-
них субстратів у виробництві ацетону та бута-
нолу було встановлено [12], що глюкоза, фрук-
тоза, маноза, цукроза, лактоза, крохмаль та
декстроза утилізувалися повністю. Натомість
галактоза, ксилоза, арабіноза, рафіноза, меле-
цитоза, інулін та маніт були використані лише
частково, а трегалоза, рамноза, мелібіоза та
гліцерол практично не утилізувалися. Хоча в
роботах інших авторів [13] показано, що кси-
лоза та арабіноза утилізувались клостридіями.

Деякі штами зброджували вуглеводи, які
містилися у відходах молочної та деревооб-
робної промисловості [14, 15]. Основним
компонентом практично всієї біомаси (відхо-
ди деревообробної промисловості і недерев-
них рослин, зокрема трави) є лігноцелюлоза. 

Лігноцелюлоза — найпоширеніший від-
новлюваний ресурс і практично необмеже-
ний субстрат для ферментації. Велика кіль-
кість лігноцелюлозних відходів (табл. 1),
утворюваних у процесі життєдіяльності
лісового та сільського господарств, целюлоз-
но-паперової та деревообробної промисло-
вості, створює екологічну проблему — знач-
не забруднення довкілля.

ОГЛЯДИ
УДК 579.222

ЛІГНОЦЕЛЮЛОЗА ЯК ЛІГНОЦЕЛЮЛОЗА ЯК АЛЬТЕРНАТИВНААЛЬТЕРНАТИВНА
СИРОВИНА ДЛЯ ОДЕРЖАННЯ БІОБУТАНОЛУСИРОВИНА ДЛЯ ОДЕРЖАННЯ БІОБУТАНОЛУ

Ключові слова: біопаливо, лігноцелюлоза, біобутанол, клостридії.

С. М. ШУЛЬГА, О. О. ТІГУНОВА, Я. Б. БЛЮМ 

ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки» НАН України, Київ
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Енергетичні та екологічні кризи, що їх переживає світ, спонукають переглянути питання
ефективності використання природних відновлюваних ресурсів, особливо органічних відходів із
застосуванням екологічно чистих технологій. Мікробіологічна конверсія відновлюваних ресурсів
біосфери з метою одержання корисних продуктів, зокрема біопалива, наразі є однією з нагальних
проблем біотехнології. Анаеробні бактерії родини Clostridiaсeae відомі як продуценти одного з видів
біопалива — бутанолу, однак мікробіологічний синтез бутанолу під час класичного ацетон-бутанол-
етанольного бродіння на сьогодні є економічно недоцільним. Для того, аби зробити ацетонобутилове
бродіння рентабельним, потрібні високопродуктивні солвентогенні штами, які б використовували
доступну і дешеву сировину — відходи сільського господарства або рослинну біомасу. Одним з прик -
ла дів такого субстрату може слугувати рослинна біомаса. Огляд містить опис можливостей та шляхи
створення процесів перероблення лігноцелюлозних відходів для одержання біобутанолу. 
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З табл. 1 випливає, що хоча частина від-
ходів утилізується, проте велика кількість
залишкової біомаси потенційно може бути
перероблена на різноманітну продукцію,
включаючи біопаливо [16]. Біоконверсія
лігноцелюлозних відходів — це суттєвий
внесок у подолання багатьох екологічних та
економічних проблем і підґрунтя для ство-
рення нових видів біопалива [17–26].

Лігноцелюлоза складається з лігніну,
геміцелюлози та целюлози (рис. 1). 

Відсотковий склад компонентів лігноце-
люлози може змінюватися залежно від виду
сировини (табл. 2). 

Кожен з компонентів лігноцелюлози
(геміцелюлоза, целюлоза та лігнін) можна,
у разі відповідної обробки, використовувати
у виробництві біопалива. 

Геміцелюлози — гетерополісахариди, що
найчастіше трапляються у здерев’янілих
частинах рослин, соломі злаків із целюло-
зою [28,29]. Геміцелюлози не розчинні у во -
ді, але розчинні у лужних розчинах і легше
гідролізуються кислотами, ніж целюлоза
[30]. Залежно від вмісту у складі геміцелю-
лоз тих чи інших моноцукрів їх називають
мананами, галактанами або пентозанами 

(ксилани, арабани) [28]. Найбільш важли-
вими і поширеними у природі є пентози —
арабіноза та ксилоза і, особливо, гексози —
глюкоза, фруктоза, галактоза, маноза. 

Бактерії виду C. acetobutylicum викорис-
товують усі розповсюджені цукри, які при-
сутні в геміцелюлозах деревини та її гідролі-
затах [31]. У роботах [32–36] було підібрано
оптимальні умови ферментації для різних
цукрів і отримано підвищений вихід розчин-
ників. Одним з основних компонентів гемі-
целюлози є ксилоза. Ферментацію ксилози 
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Таблиця 1. Види та використання лігноцелюлозної сировини [16]

Лігноцелюлозна сировина 

Джерела та процеси одержання
біопалива Види відходів Використання відходів 

Процес збирання зернових —
пшениці, рису, вівса, ячменю,

кукурудзи  

Солома, качани, стебла,
лушпиння

Корми для тварин,  компост,
ґрунтове добриво, як вид палива

Процес оброблення зерна
кукурудзи, пшениці, рису, сої Стічні води, висівки Корми для тварин

Перероблення овочів та фруктів
Насіння, шкуринки, стічні води,
лушпиння, мушлі, забраковані

фрукти 

Корм для тварин та риб,
сировина (насіння) для видобутку

олії

Перероблення цукрової тростини,
сорго та інших цукровмісних

культур
Жом Як вид палива

Перероблення олійних культур —
сої, соняшнику, ріпаку, горіхів,

бавовнику, оливи тощо

Лушпиння, оболонки, волокна,
фібрили, шлам, макуха, стічні

води

Корми для тварин, добрива, як
вид палива

Відходи тваринництва Гній та інші відходи Ґрунтове добриво

Процес заготівлі деревини Залишки дерев, кори, листя тощо Ґрунтове добриво, як вид палива

Виробництво пиломатеріалів та
фанери Тирса, стружка, тріски 

Виробництво деревостружкових
плит (ДВП), деревоволокнистих

плит (ДСП) та пілет 

Відходи діяльності целюлозно-
паперових комбінатів

Фібрилові відходи, сульфітні
луги Як вид палива

Побутові лігноцелюлозні відходи Старі газети, папір, картон, старі
дошки, занедбані меблі

Невеликий відсоток на
перероблення, інші спалюють

Рис. 1. Будова клітинної стінки:
салатовим кольором показані клітинні мембра ни,
блакитним — геміцелюлоза, помаранчевим —
целюлоза (макро- та мікрофібрили), синім —
лігнін [27] 



Огляди

11

C. acetobutylicum було досліджено в роботах
[13, 14, 36]. Показано відносно високий
(близько 28%) конверсійний вихід порівня-
но з глюкозою, але з меншою швидкістю
ферментації та обмеженим споживанням
ксилози. Наступним кроком було дослі -
дження кінетики ферментації суміші глю-
кози та ксилози порівняно з окремою фер-
ментацією ксилози та глюкози. У роботі [15]
було показано, що утилізація ксилози є
адап тивною та гальмується за концентрації
глюкози вище 15 г/л. Як модуляційну сис-
тему альтернативного субстрату використо-
вували відходи целюлозно-паперових комбі-
натів (сульфітні луги), які містили глюкозу,
ксилозу та арабінозу. Видалення діоксиду
сірки, лігніну та надлишку кальцію з відхо-
дів перед ферментацією сприяло високому
виходу розчинників. У рідких сульфітних
відходах було отримано до 96% конверсії
цукрів. 

Подальшим стимулом для пошуку аль-
тернативних субстратів для зброджування
була потреба замінити геміцелюлози харчо-
вої сировини, яка йшла на технічні потреби,
нехарчовою сировиною [37]. 

Найбільш перспективною і доступною
заміною харчової сировини були відходи,
що утворювались під час збирання та пере-
роблення кукурудзи. Відходи містили
32–37% пентозанів і легко гідролізувались.
Після дослідів з використанням чистої кси-
лози було також вивчено ацетонобутилове 

бродіння на пентозних гідролізатах куку-
рудзяних качанів. Показана можливість
часткової або повної заміни харчової сиро-
вини нехарчовою без втрати продуктивності
ферментації у процесі виробництва розчин-
ників [38]. У разі повної заміни харчової
сировини в середовище додавали протеїн,
джерелом якого слугували відходи крох-
мального виробництва — глютени. В лабора-
торних умовах було досліджено різні способи
використання нехарчової біомаси у ви роб -
ництві розчинників. Частину лабораторних
технологій реалізовано в промислових
масш табах [39]. 

Іншим джерелом геміцелюлоз, що його
також вивчали, була суха трава. Дослі джу -
вали активність нових штамів клостридій на
бета-глюкані та ксилані. Показано, що вони
мали високу геміцелюлазну активність, яка
підвищувалась зі збільшенням частки сухої
трави в середовищі для ферментації [40, 41].

Целюлоза — лінійний гомополісахарид
β-D-глюкопіранози у вигляді довгих ниток,
з’єднаних β-1,4-глікозидними зв’язками, не
розчинний у воді. Структурною одиницею
його є дисахарид целобіоза із залишків β-
глюкози, що може містити від 300 до 10 000
та більше залишків β-глюкози (рис. 2). 

Асоціація молекул целюлози в стабіль-
ній кристалічній структурі призводила до
утворення мікрофібрил з 15–45 ланцюгами.
На мікроскопічному рівні саме такі мікро-
фібрили формували цілісну фібрилу.

Таблиця 2. Компонентний склад різних лігноцелюлозних відходів [16]

Джерело лігноцелюлозних відходів 

Компоненти Целюлоза, % Геміцелюлоза, % Лігнін, % 

Деревина листяних порід дерев 40–55 24–40 18–25  

Деревина хвойних порід дерев 45–50 25–35 25–35  

Горіхи 25–30 25–30 30–40  

Качани кукурудзи 45 35 15  

Папір 85–99 0 0–15  

Солома пшениці 30 50 15  

Солома рису 32,1 24 18  

Відсортовані побутові відходи 60 20 20  

Листя дерев 15–20 80–85 0  

Газетний папір 40–55 25–40 18–30  

Целюлозно-паперові відходи 60–70 10–20 5–10  

Жом свіжий 33,4 30 18,9  

Відходи свиноферм 6 28 –  

Гній великої рогатої худоби 1,6–4,7 1,4–3,3 2,7–5,7  

Просо 45 31,4 12,0  

Садова трава (середньої зрілості) 32 40 4,7  

Трави (середнє значення для різнотрав’я) 25–40 25–50 10–30 
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Целюлоза в паракристалічній структурі міс-
тить як аморфні, так і кристалічні регіони
[42]. Ступінь полімеризації (СП) целюлози
становить від 100 до 7 000 і є одним з основ-
них чинників, що впливає на біоконверсію
целюлози. Встановлено, що СП сільськогос-
подарських відходів, таких як жом та соло-
ма пшениці, є нижчим за СП деревини, що
робить їх перспективними для подальшої
переробки (табл. 3.) 

Целюлозу складно гідролізувати як хі -
міч ним, так і ензиматичним способом. Це
пов’язано з тим, що молекулярні ланцюги
це люлози, які не зв’язані містками, майже
не містять гідроксильних груп [44]. Під час
кипіння у мінеральних кислотах целюлоза
гідролізується і перетворюється на глюкозу
[30].

У роботі [45] було вивчено використання
целюлози для одержання бутанолу за допо-

могою промислових штамів. Встановлено,
що виробничий штам C. acetobutylicum P270
мав невисоку целюлозну активність, яку
можна було підвищити за допомогою мута-
цій або генетичних маніпуляцій. Альтер на -
тивний підхід до біоконверсії целюлозних
відходів полягав у пошуку та ізолюванні
нових солвентгенетичних штамів C. acetobu-
tylicum[46, 47]. Автори [48, 49] провели
скринінг целюлолітичної активності 20
шта мів Clostridium spp., що продукували
розчинники. Лише два штами — C. acetobu-
tylicum NRRL B527 та C. acetobutylicum
АТСС 824 показали целюлолітичну актив-
ність і здатність продукувати позаклітинні
ензими. Можливість продукування розчин-
ників із целюлозної біомаси за допомогою
штаму C. acetobutylicum Р 262 було дослід-
жено в роботі [15]. Натомість інші автори
[10] показали, що клостридіальні бактерії
не утилізують целюлозу для потреб росту. 

Лігнін, ще один із компонентів лігноце-
люлотичної біомаси, лише в останні роки
викликав зацікавленість з боку вчених. Це —
природний полімер, що розташований у клі-
тинних стінках та міжклітинному просторі
і скріплює целюлозні волокна. Лігнін
можна виділити з рослинних тканин багать-
ма способами. Він розчиняється як у кисло-
тах, так і в лугах. Протолігнін майже не роз-
чинний в органічних розчинниках. Лігнін,
виділений різними способами, відрізнявся
за складом і властивостями. У хімічному
сенсі лігнін — поняття загальне та умовне.
У природі не існує двох однакових лігнінів.
У літературі можна зустріти безліч формул
лігніну [50, 51]. Структурну формулу лігні-
ну, що її рекомендує Міжнародний інститут
лігніну, наведено на рис. 3. 

Молекула лігніну невизначено велика
і міс тить багато функціональних груп.
Загальною структурною одиницею всіх
видів лігніну є похідні фенілпропану. Згідно
із сучасними уявленнями, лігнін — це

Рис. 2. Схема структури целюлози: 
первинної (а) та целюлозної (б) фібрили [42]

Целобіоза

МікрофібрилаЛанцюг целюлози

Фібрила
Аморфний

регіон

Глюкоза

Кристалічний
регіон

Таблиця 3. Ступінь полімеризації 
різних видів целюлози [43]

Джерело одержання целюлози СП

Осика тремтяча 5 000

Бук 4 050

Червоний клен 4 450

Східний білий кедр 4 250

Східна тсуга 3 900

Pinus banksiana 5 000

Модрина американська 4 350

Ялина біла 4 000

Ялиця бальзамічна 4 400

Береза біла 5 500

Eucalyptus regnans 1 510

Pinus radiata 3 063

Жом 925

Солома пшениці 1 045

Рис. 3. Модель структури лігніну [52]
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складний тривимірний полімер ароматичної
природи, що утворився в результаті полі-
конденсації декількох монолігнолів —
коричних спиртів (паракумарового, конефе-
рилового, синапового).

Для полегшення біоконверсії лігноцелю-
лозної сировини її попередньо обробляють
у декілька технологічних стадій. Основною
для всіх видів такої сировини є стадія по -
дріб нення [53]. Властивості помелу зумов-
люють температурний режим водно-тепло-
вої обробки і ступінь втрат зброджувальних
вуглеводів. Зі збільшенням ступеня диспер-
гування сировини температура розварюван-
ня знижувалась, зменшувалися втрати
цукру та підвищувався вихід розчинників.
Це пояснювалось частковим розщепленням
целюлози та утворенням додаткової кількос-
ті зброджуваних цукрів. 

Наступною є стадія температурної оброб-
ки лігноцелюлозної біомаси для вивільнен-
ня цукрів. Вона відбувалась як за відносно
низької температури (135–145 °С) протягом
однієї або більше годин, так і за підвищеної
температури (165–175 °С) від 2 до 5 хв, або
постадійно (від вищої температури до ниж-
чої). Стадія попередньої підготовки сировини
мала багато варіацій, прикладом яких була
органозольна підготовка [54, 55], з вико ри -
станням лугів [56], гідроксиду натрію, роз-
бавлених кислот [57, 58], іонних рідин
[59–61], високочастотного нагрівання [62],
оброблення за допомогою гострого пару [63,
64], вапна [65] або аміаку [66]. Найбільш
перспективними визнано органозольну під-
готовку та оброблення за допомогою гострого
пару. За таких обробок збільшувався ви хід
цукрів, зменшувалась кількість нероз чин -
ного лігніну та підвищувався вміст легко-
розщеплюваної целюлози.

Наступною стадією підготовки сировини
для подальшої біоконверсії був гідроліз до
пентозних або гексозних цукрів. Гідроліз
відбувався із застосуванням або лугів, або
кислот, або ензимів. 

Для ензиматичного гідролізу використо-
вували як, власне, ензими, так і мікроорга-
нізми, що продукують ензими. Каталітична
активність ензимів характеризувалася
«числом обертів», тобто кількістю перетво-
рених за одиницю часу молей речовини на
один моль ензиму. Активність ензимів зале-
жала від температури, концентрації водних
іонів, присутності активатора та інгібітора.
Детальний механізм ензиматичного гідролі-
зу лігноцелюлози не з’ясовано дотепер.
Значних успіхів було досягнуто у вивченні
лігноцелюлолітичних генів мікроорганіз-

мів, які брали участь в ензиматичному гід-
ролізі. Основний спектр лігноцелюлолітич-
них мікроорганізмів становили бактерії та
гриби. На цей час відомо більше 14 000 гри-
бів, які виявляли целюлолітичну актив-
ність, та лише деякі з них використовували
в промислових технологіях. Одним з найпо-
ширеніших мікроорганізмів для розщеплення
целюлози і геміцелюлози був Trichoderma
reesei, проте він не мав ензимів для деграда-
ції лігніну [67–69]. Головну роль у перероб-
ленні лігніну відігравали гриби базидіоміце-
ти, що живуть як на живій, так і на мертвій
деревині. Основним продуктом розщеплен-
ня лігніну в природі є гумус. Серед лігніно-
літичних грибів трапляються їстівні, такі
як опеньки, печериці, гливи. Значну части-
ну протолігніну розщеплювали гриби бурої
гнилі, які спричинювали гідроліз полісаха-
ридів. Ефективними деструкторами лігніну
були гриби білої гнилі, серед яких найповні-
ше вивченим вважають Phanerochaete chry-
sosporium [70, 71]. Саме його використовують
у промислових технологіях для виробниц-
тва лігніндеградуючих ензимів, а також для
безпосереднього застосування під час біо-
конверсії лігноцелюлози [72, 73]. Деграда -
ція полімерного лігніну відбувалась під дією
позаклітинних ензимів — оксидоредуктаз,
зокрема лігнінпероксидази, Mn-пероксида-
зи та лакази. Крім того, лігнінолітичний
комплекс грибів включав піранозооксидази,
глюкозооксидази, гліоксальоксидази та
целобіозодегідрогенази. Менш вивченими
вважають Daedalea flavida, Phlebia fascicu-
laria, P. floridensis та P. radiate, які викорис-
товують лише за необхідності відділення
лігніну із сировини та селективного розщеп-
лення лігніну [74]. Незначне розщеплення
лігніну притаманне Cellulomonas, Pseudo mo -
nas, актиноміцетам Thermomono spora та
Micro bispora, а також бактеріям з поверхнево-
зв’язаним целюлозним комплексом, зокре-
ма Clostridium thermocellum та Rumino coccus
[75]. Такі організми можна застосовувати
в подальшому як генофонд для генно-інже-
нерних прийомів. Перелік мікроорганізмів
з високою специфічною лігніназною актив-
ністю та необхідні умови активації наведено
в табл. 4.

Геміцелюлази вважають мультидомен-
ними протеїнами, як і більшість інших
ензимів, що гідролізують полісахариди рос-
линних клітин (рис. 4). 

Такі протеїни, як правило, складаються
із структурно-дискретних каталітичних та
не каталітичних модулів. Найбільш важливи-
ми з них були вуглеводзв’язувальні домени, 
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які полегшують розщеплення полісахари -
дів, міждоменні лінкери та якірна ділянка,
що опосередковує зв’язування каталітично-
го домену [77].

Геміцелюлази можуть мати як специфіч-
ну активність (наприклад, ксиланазну), так
і бути біфункціональними (розщеплювати
декілька субстратів). Результатом дії цих
ензимів може бути як повна утилізація
сировини, так і модифікація, необхідна для
подальшої ферментації. Прикладом такої
підготовки слугувала дія геміцелюлазних
естераз, спрямована на розщеплення зв’яз-
ків між пентозанами та кислотами [78, 79]. 

Ензиматично целюлозу розщеплювали
два ензими: целюлаза, яка спричинювала
розщеплення молекул целюлози на молеку-
ли целобіози, та целобіаза, що викликає роз-
щеплення молекул целобіози і утворення 
глюкози. Целюлозні ланцюги високоста-
більні за рахунок міжланцюгових водневих
та ван-дер-ваальсових взаємодій між піра-
нозними кільцями, що формували криста-

лічні регіони [44]. Кристалічні регіони
целюлози перемежовувалися з аморфними,
які розщеплюються значно легше (рис. 5). 

Целюлази, які відповідають за гідроліз
целюлози, складаються з комплексу протеї-
нів, що мають різну специфічну активність
для гідролізу глікозидних зв’язків. За
активністю целюлази можна поділити на
три основні класи: ендоглюканази, целобіо-
гідролази (екзоглюканази) та β-глюкозида-
зи. Ендоглюканази випадково розщеплюють
целюлозні ланцюги в незахищених позиці-
ях аморфного регіону і створюють нові
кінці, тимчасом як екзоглюканази розщеп-
люють полімерний ланцюг як з відновлю-
вального, так і з невідновлювального кінця,
продукуючи основний продукт — целобіозу.

Рис. 4. Взаємодія целюлозного ензиму 
із субстратом: 

ензими показано стрічками, 
а субстрат — у вигляді сфер [76]

Таблиця 4. Перелік грибів зі специфічною активністю лігніназ [16]

Ензим Організм-
продуцент Субстрат  Активність

(мкмоль/хв·мг) 
Оптимальні

t (°С) рН

Mn-пероксидаза Stropharia
coronilla

Mn2+ + H+ + H2O2 692 25 –  

Лаказа Botrytis cine-
rea

1,2,4-бензенетріол + O2/1-нафтол + O2/2-
нафтол + O2/3,5-диметроксигід рокси-бен з -
ал дазин + O2/4,5-диметил-о-фенілендіамін
+ O2/4-аміно-N,N-диметилаланін + 
O2/4-метилкатехол + O2/аскорбат  + O2/ко -
феї нова кислота + O2/катехол + O2/фериціа-
нід + O2/галова кислота + O2/гваякол + O2

5778 55 4  

Діарилпропан -
пероксидаза
(лігніназа) 

Phanerochaete
chrysosporium 

1,2-біс(3,4-диметоксифеніл)пропан-1,3-діол
+ H2O2/1-(3,4,-діетоксифеніл)-1,3-дигідро -
кси-2-(4-метоксифеніл)пропан + O2 + H2O2/
1-(4-етокси-3-метоксифеніл)-1,2-пропен +
O2 + H2O2/1-(4-етокси-3-метоксифеніл)пропан
+ O2 + H2O2/2-кето-4-тіометилмасляна кис-
лота + H2O2/3,4-диметил оксибензильний
спирт + H2O2

28 23–37 3–5 

Рис. 5. Схема гідролізу целюлози за допомогою
целюлаз [44]

Кристалічний
регіон

Екзоглюканази
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Олігосахариди
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кінець

Невідновлювальний
кінець
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Ендоглюканази виявляють високу специфіч-
ну активність стосовно розчинних похідних
целюлози, таких як карбоксиметилцелюло-
за, та низьку (або зовсім без активності) —
для мікрокристалічної целюлози, порівняно
з екзоглюканазами. Для ефективного роз-
щеплення целюлози необхідна синергетич-
на дія обох ензимів. 

β-Глюкозидази гідролізують глюкозні
димери, а в деяких випадках і олігосахари-
ди до глюкози [80–82]. Мікроорганізми, як
правило, мають декілька варіантів ендо- та
екзоглюканаз. Різноманітні анаеробні орга-
нізми, включаючи деякі види грибів та бак-
терій, розщеплюють целюлозу за допомогою
екстрацелюлярного мультипротеїнового
комплексу — целюлосоми [83]. Під час дії
целюлосоми глюкозидні гідралази зв’язу-
ються з великим неензиматичним протеїном
(целюлозозв’язувальний або целюлозоінтег-
ративний протеїн), що з’єднує полімер
целюлози з клітиною. Целюлосома позиціо-
нувала гідролітичні ензими в оптимальній
орієнтації стосовно субстрату або ж мінімі-
зувала дифузію. Наявність ензимів з різною
активністю і специфічністю до субстратів у
целюлосомі дають змогу такому комп лексу
розщеплювати целюлозу так само, як й інші
полімери, що містяться у клі тинних стінках
рослин. Для C. cellulovorans показано, що
саме субстрат для вирощування впливає на
склад та ензиматичну активність целюлосо-
ми [84–86]. Гени, які кодують целюлази
бактерій, можуть бути або випадково розпо-
ділені, як у C. thermocellum, або зібрані 

у кластер на хромосомі, як у C. cellulovorans,
C. cellulolyticum, C. josui [87–89]. Деякі сол-
вентгенетичні клостридії також можуть
виявляти екстрацелюлярну целюлозолітич-
ну активність [90, 91]. У ро бо ті [92] було
показано присутність генів, які кодують
передбачувані целюлосомальні компоненти
в хромосомі C. acetobutylicum АТСС 824. На
цей час вартість ензимів — одна з головних
перешкод для комерціалізації ензиматично-
го гідролізу целюлози. Низька активність
целюлаз, яка залежіть від попередньої під-
готовки сировини, потребує значної кіль-
кості лігноцелюлітичних ензимів [93].

Шляхи створення економічно доцільно-
го гідролізу сировини можна поділити на
4 групи: скринінг організмів з новими ензи-
мами [94–100]; удосконалення існуючих
промислових мікроорганізмів та техніки
використання їхніх ензимів [101–103]; удос-
коналення операцій, пов’язаних з вибором
субстрату, умов культивування, перероб-
лення ензимів та оптимізацією процесів
[104–108]; створення генетично модифіко-
ваних культур рослин з високою утилізаці-
єю лігноцелюлози [109–114]. Основні
комерційні препарати та їхню целюлазну
активність наведено в табл. 5.

Активність того чи іншого ензиму можна
поліпшити за допомогою використання
суміші ензимів за безпосереднього змішу-
вання ензимів та їх активації або з викорис-
танням генетично модифікованих організ-
мів, які містять клоновані гени, що кодують
целюлази, геміцелюлази та лігнінази. 

Таблиця 5. Комерційні препарати целюлаз та їхня специфічна активність [16]

Назва препарату 
Мікро-

організми-
продуценти

ОФП*/мг β-глюкозидази,
О/мг** 

Карбоксиметил-
целюлоза, О/мг Целобіаза, О/мг

Biocellulase TRI T. reesei 0,24 0,72 5,5 0,059  

Biocellulase A. niger 0,01 1,40 3,6 –

Cellulast 1.5L T. reesei 0,37 0,16 5,1 0,018

Cellulase TAP1 T. viride 0,13 5,20 14,0 –

Cellulase AP30 A. niger 0,03 10,00 21,0 –

Cellulase TRL T. reesei 0,57 1,00 13,0 0,016

Econase CE T. reesei 0,42 0,48 8,5 0,038

Multifect CL T. reesei 0,42 0,20 7,1 0,015

Multifect GC T. reesei 0,43 0,39 13,0 0,025

Spezyme #1 T. reesei 0,54 0,35 15,0 0,026

Spezyme #2 T. reesei 0,57 0,42 15,0 0,029

Spezyme #3 T. reesei 0,57 0,46 25,0 0,031

Ultra-low Microbial T. reesei 0,48 0,96 – –

* ОФП (одиниці фільтрувального паперу), 1 ОФП — вивільнення 1 мкмоль/хв глюкози; 
– не визначено; 

** О/мг — одиниці на міліграм. 
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Для зменшення витрат на виробництво
можна використовувати неочищені ензимні
препарати або вихідні культури бактерій чи
грибів для зброджування лігноцелюлозної
сировини. Отриманий глибинним культиву-
ванням субстрат містить пентозні чи гексоз-
ні цукри (оцукрювання за допомогою гри-
бів) або масляну кислоту (ферментація за
допомогою клостридій), які зброджують
ацетоно-бутиловими бактеріями.

Отже, сучасна біотехнологія відкриває
великі можливості для використання лігно-
целюлозної біомаси, включаючи і відходи
виробництва численних продуктів. На цей
час деякі країни оприлюднили плани ство-
рення екологічного та економічно доцільно-
го промислового виробництва біобутанолу
на базі лігноцелюлозної сировини [115–117],
що може стати важливим кроком для
подальшого розвитку галузі біопалив.  
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Энергетические и экологические кризисы,
которые переживает мир, побуждают пере-
смотреть вопрос эффективности использования
природных возобновляемых ресурсов, особен-
но органических «отходов», с использованием
экологически чистых технологий. Микро -
биологическая конверсия возобновляемых
ресурсов биосферы с целью получения полез-
ных продуктов, в том числе биотоплива,
в настоящее время является актуальной био-
технологической проблемой. Анаэробные бак-
терии семейства Clostridiaceae известны как про-
дуценты бутанола, но микробиологический
синтез бутанола во время классического аце-
тон-бутанол-этанольного брожения в нас то -
ящее время является экономически нецелесо-
образным. Для того чтобы сделать
ацетонобутиловое брожение рентабельным,
нужны высокопродуктивные солвентогенети-
ческие штаммы, использующие доступное и
дешевое сырье — отходы сельского хозяйства
или растительную биомассу. Обзор содержит
описание возможностей и пути создания эко-
номических и экологических процессов пере-
работки лигноцеллюлозных отходов для соз-
дания биобутанола.

Ключевые слова: биотопливо, лигноцел лю ло -
за, биобутанол, клостридии.
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Energy and environmental crisis facing the
world force us to reconsider the effectiveness or
find an alternative use of renewable natural
resources, especially organic «waste» by using
environmentally friendly technologies. Micro -
bial conversion of renewable resources of bio -
sphere to produce useful products, including bio-
fuels, currently is an actual biotech problem.
Anaerobic bacteria of Clostridiaceae family are
known as butanol producers, but unfortunately,
the microbiological synthesis is currently not
economical one. In order to make cost-effective
aceton-butanol-ethanol fermentation, solvent-
producing strains using available cheap raw
materials, such as agricultural waste or plant
biomass, are required. Opportunities and ways to
obtaine economic and ecological processing of
lignocellulosic wastes for biobutanol creation are
described in the review .
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Доставлення лікарських препаратів
у певні клітини і тканини — одне з важли-
вих питань фармакотерапії. Використання
ліків у звичайних формах зазвичай пов’яза-
но з великими труднощами як у досягненні
місця дії ліків, так і в підтриманні відповід-
них доз препарату протягом певного періоду
часу. Нові вектори для ліків включають
ліпідні, протеїнові та полімерні наночастин-
ки, що мають забезпечити нове стабільне
доставлення з поліпшеним розподілом в ор -
га нізмі, захистом їх від жорстких умов нав -
ко лишнього середовища і запобіганням
швидкому вимиванню [1]. В останні десяти-
ліття спостерігається значний інтерес до
таргетної терапії з використанням векторів,
у яких носіями слугують частинки невели-

кого розміру, що здатні переносити великі й
малі молекули [2]. 

Пошук нових підходів до цільової терапії
і способів дії — це одна з передових галузей,
які охоплюють міждисциплінарний науко-
вий підхід, що має на меті поліпшення біо-
доступності до конкретного місця дії ліків.
Контрольоване доставлення до мішені та
скорочення часу впливу на нецільові тканини
підвищує ефективність лікування, а також
знижує токсичність та інші побічні ефекти,
поліпшуючи таким чином самопочуття
пацієнта [3].

Однією з основних передумов для вико-
ристання біологічно активних речовин
у фармацевтичних цілях є біосумісність,
тому розроблення оптимальної форми, яка
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В огляді висвітлено досягнення в галузі нанотехнологій, зокрема застосування їх у біомедицині.
Наведено характеристику нових систем доставлення ліків, що включають ліпідні, протеїнові та
полімерні наночастинки, які забезпечують стабільне транспортування лікарських препаратів, їх
цільовий розподіл в організмі та запобігають швидкій деградації. Розглянуто переваги застосування
векторів нанометрового масштабу. Через свій невеликий розмір, структуру і велику площу поверхні
нанорозмірні матеріали набувають необхідних фізико-хімічних властивостей, які дають змогу
наночастинкам, навантаженим специфічними агентами, долати обмеження, що існують для форм
більших розмірів. Це значно полегшує внутрішньоклітинне транспортування певних агентів до
специфічних внутрішньоклітинних мішеней. Контрольоване доставлення в місце дії та скорочення
часу впливу на нецільові тканини підвищує ефективність лікарських препаратів, а також знижує
токсичність та інші побічні ефекти, що загалом поліпшує самопочуття пацієнта. Використання
різних шляхів уведення наночастинок уможливлює доставлення низькомолекулярних препаратів,
протеїнів, пептидів або нуклеїнових кислот до певних тканин. Розглянуто різні шляхи доставлення
нанопрепаратів у клітину, а також можливості модифікації їхньої поверхні цільовими лігандами.
Наведено типи систем доставлення ліків: мікрогубки, віруси, імунокон’югати, везикулярні системи
(ліпосоми, трансферосоми, етосоми, ніосоми, віросоми, кохлеати, кубосоми), мікроемульсії та
наноемульсії, металеві наночастинки і квантові точки, дендримери, природні та синтетичні
полімерні наночастинки тощо. Описано їхні властивості, а також можливості практичного
застосування.

Велике різноманіття нановекторів, можливість модифікації та навантаження ліками (розгля -
нуто методи включення та адсорбції), контролювання їх вивільнення в клітині відкривають перс пек -
тиви широкого застосування наночастинок для візуалізації біологічних процесів, діагностики
і терапії низки захворювань.
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відповідатиме певним фізико-хімічним вла-
стивостям препарату, є одним із важливих
завдань дизайну нових лікарських форм.
Таргетна терапія дає змогу поліпшити фар-
макокінетичні профілі численних препара-
тів за допомогою впливу на сайтспецифічні
органи у більш високих дозах за допомогою
лігандів, забезпечуючи водночас контро льо -
ване вивільнення і розкладання на неток-
сичні продукти [4].

Наномедицина використовує матеріали
нанометрового розміру для розроблення
нових підходів і методів лікування. Через
свій невеликий розмір, структуру і велику
площу поверхні нанорозмірні матеріали
набувають відмінних фізико-хімічних вла-
стивостей, які дають змогу системам з нано-
частинками долати існуючі обмеження
звичай них форм, полегшуючи внутрішньо -
клітинний транспорт до специфічних клі-
тинних мішеней. Саме тому нанотехнології
застосовують для доставлення ліків/генів,
візуалізації та діагностики [1].

Наноструктурні матеріали мають розмі-
ри від 1 до 100 нм, унікальні властивості та
функції саме через «ефект розміру» [5, 6].
Оскільки більшість біологічно активних
мак ромолекул і речовин, таких як віруси,
мембрани і протеїнові комплекси, є природ -
ними наноструктурами [2], припускають, що
нанорозмірні структури матимуть здатність
до посиленої взаємодії з мембранами кліти-
ни і протеїнами [7]. На сьо год ні велику
увагу приділяють фулеренам С60 як можли-
вим ефективним регуляторам оксидантної
рівноваги у біологічних системах. Фулерени
С60 належать до нової алотропної форми вуг-
лецю. Це гідрофобні молекули майже сфе-
ричної форми діаметром 1 нм з уні кальними
фізико-хімічними властивостями: мають
значний відновлювальний потенціал; здатні
до утворення синглетного кисню (за дії ульт-
рафіолетового та видимого випромінювання)
і супероксид-аніонів (за наявності в середови-
щі донорів електронів). Від рівня утворюва-
них у клітині активних форм кисню (АФК)
залежать такі важливі процеси, як спряму-
вання на шлях рос ту/диференціації, форму-
вання адаптаційної відповіді на дію зовніш-
ніх чинників, запуск програми загибелі для
вибіркового видалення ушкоджених клітин.
З’ясовано, що істотне підвищення внутрі-
шньоклітинної концентрації АФК спричи-
нює розвиток окисного стресу та ушкоджен-
ня компонентів клітини, що призводить до їх
загибелі [8, 9].

Існують певні обмеження в розмірі для
частинок під час проходження крізь бар’єр

слизової оболонки кишечника за перораль-
ного застосування препарату. Часто макро-
частинки не проходять крізь цей бар’єр
через великі розміри, що унеможливлює їх
поглинання клітинами. Наночастинки,
у свою чергу, мають перевагу над мікроча-
стинками через свої нанорозміри. Окрім
того, вони більше підходять для внутрі-
шньовенного введення [10] порівняно з мік-
рочастинками.

Унікальні властивості наночастинок
зумовлені подібністю їхніх розмірів і таких
біомолекул, як протеїни та нуклеїнові кисло-
ти. До того ж вони можуть бути виготовлені
з широкого спектра металів і напівпровідни-
кових матеріалів, яким притаманні такі
корисні характеристики, як здатність до
флуоресценції і намагнічення [11]. Поєд нан -
ня наночастинок з такими біомолекулами, як
протеїни і ДНК, може бути досягнено завдяки
двом різним підходам: прямого ковалентного
зв’язку та нековалентних взаємодій між
частинкою і біомолекулою [12, 13]. Найбільш
уживаним підходом є створення кон’югатів
біомоле кула−нано частинка ковалентним
зши ванням [14]. Це досягається або хемосорб-
цією біомолекул на поверхні частинок, або за
допомогою гетеробіфункціональних лінкерів.
Хемосорбція протеїнів на поверхні наночасти-
нок (які зазвичай містять ядро з Au, ZnS, CdS
та CdSe/ZnS) часто здійснюється через залиш-
ки цистеїну, що присутні на поверхні протеї-
ну (наприклад, олігопептиди, сироватковий
альбумін) [15], або хімічно з використанням
2-імінотіолану (реагент Траута) [16]. Бі функ -
ціональні лінкери слугують універсальним
засобом біокон’югації. Біомоле кули часто
ковалентно зв’язуються з лі ган дами на
поверхні наночастинок за допомогою тради-
ційних стратегій, таких як карбодіїмідопосе-
редковане амідування та етерифікація [17].
Зв’язок ДНК−наночастинка може бути здій-
снено через електростатичні взаємодії, шля-
хом інтеркаляції та зв’язування комплемен-
тарної одноланцюгової нитки ДНК [18].
Комплекси наночастинка−протеїн можуть
регулювати безліч біологічних процесів,
таких як протеїн-протеїнові взаємодії, про-
теїново-нуклеїнові взаємодії, а та кож регу-
лювати рівень ензиматичної активності.
Специфічні взаємодії між біомакромолекула-
ми, зокрема комплементарність стрептаві-
дин/біотину [19], можуть бути викорис тані
для зшивання протеїнів з нано частинками.
Zheng і Huang створили біотин- і глутатіон-
функціоналізовані золоті наночастинки,
функціонально активні завдяки триетилен-
гліколевим тіольним залишкам [20].
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Наночастинки можуть застосовуватися
для безпечного і надійного доставлення
гідро фільних та гідрофобних препаратів,
протеїнів, вакцин та інших біологічних мак-
ромолекул в організм. Їх можна спе ціально
розробити для цільового доставлення ліків
до мозку, стінок артерій, легень, пухлинних
клітин, печінки і селезінки. Вони також
можуть бути розраховані на довгострокове
циркулювання в організмі. Крім того, нано-
частинки, мічені спеціальними агентами,
можна використовувати для МРТ-діагности-
ки раку та при терапії за допомогою гіпер-
термії [21].

Перелік деяких сфер застосування нано-
матеріалів у біології та медицині: люмінес-
центні біологічні мітки [22−24]; доставлен-
ня ліків та генів [25, 26]; біодетекція
патогенів [27]; виявлення протеїнів [28];
зондування структури ДНК [29]; тканинна
інженерія [30, 31]; знищення пухлин шля-
хом нагріву (гіпертермії) [32]; виділення та
очищення біологічних молекул і клітин
[33]; МРТ-контрастне підсилення [34]; фаго-
кінетичні дослідження [35].

Загальна характеристика механізмів 
дії наночастинок

Було досліджено низку методів цільово-
го доставлення ліків до конкретного сайта за
допомогою пасивного або активного транс-
порту.

Модифікація поверхні векторів для пере-
несення препаратів біологічно активними
молекулами полягає в адсорбуванні, по -
критті та кон’югуванні з ними. Ці молекули
взаємодіють із клітинними рецепторами,
забезпечуючи вибіркову спорідненість до
певного осередку або типу тканини і підви-
щуючи поглинання терапевтичних засобів
(рис. 1).

Модифікація поверхні наночастинок,
наприклад поєднанням альбуміну і хітозану,
може бути використана для запобігання ензи -
матичному розщепленню в шлунково-киш -
ковому тракті та в крові. Наночастинки мо -
жуть нести на собі моноклональні антитіла (або
їхні фрагменти) і такі ліганди, як вуглеводи
(зокрема лектини), що є специфічними для
клітинної поверхні [36]. Окрім того, перспек-
тивними є малі молекули або пептиди, аго-
ністи/субстрати або антагоністи/інгібітори
рецепторів, які надмірно експресовані на по -
верхні клітин конкретних тканин (наприклад,
фолієва кислота, трансферин, галактозамін),
що уможливить ефективне достав лення нано-
частинок до цілі. Однак важливим залишаєть-
ся питання про неспеци фічне поглинання
наночастинок здоровими тканинами.

Для запобігання поглинанню векторів
клітинами імунної системи і поліпшення
доставлення можна також змінювати ліпо-
фільність/гідрофільність профілю. Так,
наночастинки виводяться з плазми протя-
гом декількох хвилин унаслідок опсонізації
і подальшого фагоцитозу клітинами ретику-
лоендотеліальної системи. Опсонізацію
можна зменшити, застосовуючи деякі по -
верх неві ліганди, наприклад поліетиленглі-
коль, що є гідрофільним полімером, який
сприяє стійкості до зв’язування протеїнів
плазми і перешкоджає агрегації, спричине-
ній солями та протеїнами сироватки крові.
Таким чином можна запобігти опсонізації та
впізнаванню фагоцитами і тим самим уник-
нути імунних реакцій (рис. 2). 

Поліетиленгліколь може також зменшити
доступ ензимів до скафолду дендримерів,
а отже, запобігти їх деградації. Час цир -
куля ції в умовах in vivo для наночастинок,
укритих поліетиленгліколем, збільшується
від декількох хвилин до годин. З другого бо -
ку, ефективність поліетиленгліколю залежить

Рис. 1. Різні шляхи доставлення наночастинок.
Зліва — наночастинки, модифіковані: А — захисним полімером із цільовим лігандом/зондом; B —
антитілом; C — ензимом; D — утворення комплексу разом з ДНК; E — захисним полімером; F —

лігандом. Справа — наночастинки, які вивільняють свій вміст після поглинання клітиною, а також такі,
що були доставлені специфічним рецептором і вивільняють свій вміст поблизу клітини [1]

A
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від поверхневої густини, довжини ланцюга
[37] і здатності уникати поглинання печін-
кою.

Коли вектор потрапляє безпосередньо до
клітини, ліки можуть бути вивільнені двома
шляхами: звільненням від вектора з подаль-
шим поглинанням клітиною або поглинан-
ням усього вектора клітиною з повільним
вивільненням ліків внутрішньоклітинно
[36]. Поглинання наночастинок відбувається
за різними механізмами, однак найбільше
значення має ендоцитоз [39]. Транспор -
тування макромолекул у клітини здій-
снюється переважно за допомогою різних
видів ендоцитозу в складі замкнутих мем-
бранних утворень, і подальша доля ендоци-
тованої молекули значною мірою залежить
від системи везикулярного транспорту клі-
тини та наявності відповідних сигнальних
послідовностей на структурі, що здійснює
доставлення, або ж на тих молекулах кліти-
ни, з якими вона взаємодіє. Звідси випливає,
що впізнавання клітини-мішені та транспор-
тування терапевтичного препарату всередину
клітини в загальному випадку недостатньо
для потрапляння в ті компартменти клітини,
де може ефективно здійснюватися його дія,
тобто необхідні якісь додаткові компоненти,
що несуть сигнали внут ріш ньо клітинного
транспорту [40]. В одних випадках за сигна-
лів, що впливають на везикулярний транс-
порт між ендосомами і такими органелами,
як ендоплазматичний ретикулум (ЕР), або ж
у разі транспортування з ендосом в гіалоплаз-
му може бути цілком достатньо одного такого
компонента, тоді як в інших випадках,
наприклад під час транспортування в ядро
клітини або ж у мітохондрії, одного додатко-
вого компонента недостатньо (рис. 3). 

Таким чином, система транспортування
в цільові компартменти клітин-мішеней має
містити декілька компонентів з різними
транспортними сигналами. Макромолекули
можуть надходити в клітину різними шля-
хами [36]: рецепторопосередкованим ендо-
цитозом, через укриті клатрином везикули;
транспортуванням через кавеоли [36]; утво-
ренням везикул, до складу яких не входить ні
клатрин, ні кавеолін (наприклад, транспор -
тування, пов’язане з ліпідними рафтами —
доменами); різні типи фагоцитозу [37] (рис. 4).

У багатьох типах клітин неклатриновий
шлях може забезпечувати поглинання май -
же половини рідини мембранною поверх-
нею. Певні ділянки плазматичної мембрани,
збагачені холестеролом і глікосфінголіпіда-
ми (кавеоли й ліпідні рафти), також беруть
участь у специфічному транспортуванні
макромолекул всередину клітини. Замикан -
ня складок плазматичної мембрани веде до
утворення великих замкнутих ендоцитоз-
них компартментів різного розміру — мак-
ропіносом.

Рис. 2. Гіпотетичний механізм, що показує,
яким чином укриті поліетиленгліколем

наночастинки уникають упізнавання з боку
імунної системи.

Зліва — покриття поліетиленгліколем запобігає
взаємодії і зв’язуванню антитіл з протеїнами на

поверхні наночастинок; справа — те саме
покриття з поліетиленгліколю не заважає

впізнаванню з боку клітинних рецепторів [38]

Рис. 3. Різні шляхи внутрішньоклітинного
доставлення [41]

Рис. 4. Шляхи поглинання макромолекул
клітинами ссавців і максимальні розміри

поглинальних структур:
1 — рецепторопосередкований ендоцитоз через
укри ті клатрином везикули; 2 — транс пор ту ван ня
через кавеоли; 3 — транспортування через утво ре ні
везикули, до складу яких не входить ані клат рин,
ані кавеолін; 4–5 — різні типи фаго ци то зу; 6 —
замикання складок мембран, що сприяє утворенню
замкнених везикул розміром до 2 мкм [40]
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Специфічну роль цей процес відіграє,
наприклад, в антигенпрезентуючих денд-
ритних клітинах. Макропіноцитоз регу-
люється через полімеризацію актину і за
своїми властивостями близький до фагоци-
тозу, який найбільш поширений у макрофа-
гів, однак здатність до такого типу погли-
нання певною мірою зберігають майже всі
типи клітин [40].

Однією з основних проблем, пов’язаних
з новими типами векторів для доставлення
ліків, є їхня здатність до вибухоподібного
вивільнення. Хоча вибухоподібне вивіль-
нення має корисний ефект при підшкірному
та системному доставленні, воно може при-
звести до значної і непередбачуваної токсич-
ності, особливо для сильнодійних препаратів
і засобів лікування хронічних захворювань.

Навантаження ліками

В ідеалі, ефективна система наночасти-
нок повинна мати високу здатність до наван-
таження ліками, тим самим зменшуючи
кількість речовини, що має бути доставлена.
Навантаження препаратами може бути
досягнено двома способами:

– включення препарату під час синтезу
наночастинок (метод включення);

– поглинання препарату після синтезу
наночастинок шляхом інкубації носія з кон-
центрованим розчином препарату (техніка
адсорбції/поглинання) [42].

Навантаження препаратами й ефектив-
ність захоплення багато в чому залежатиме
від розчинності твердих ліків у матриці
матеріалу або полімеру (тверде розчинення
чи диспергування), що, у свою чергу, зале-
жить від складу полімеру, молекулярної
маси, взаємодії препарату з полімером та
наявності ендофункціональних груп (ефірних
або карбоксильних) [43–45]. Підсилення
ефективності захоплення препарату може
досягатися шляхом впливу pH водної фази,
додаванням до складу частинок речовин-
модифікаторів, жирних кислот тощо [43].
Наприклад, поліаспарагінова кислота як
допоміжна речовина може підвищити ефек-
тивність захоплення водорозчинного препа-
рату диміназену ацетурату [44]. На ефектив-
ність захоплення і вивільнення гідрофобних
препаратів (таких, як дексаметазон та флу-
тамід) у полімери може впливати їх розчин-
ність [45].

Вивільнення ліків. Розчинність, дифузія
та біодеградація матричних матеріалів регу-
люють процес вивільнення. Якщо дифузія
ліків відбувається швидше, ніж ерозія мат-

риці, то механізм вивільнення значною
мірою контролюється процесом дифузії.
Швидке початкове вивільнення або «вибух»
передусім зумовлено слабким зв’язуванням
або адсорбуванням препарату на великій
поверхні наночастинок.

Якщо препарат завантажується методом
включення, то система має відносно невели-
кий ефект вибуху і більш повільне вивіль-
нення препарату. Крім того, швидкість ви -
віль нення може також залежати від іонних
взаємодій між ліками і допоміжними скла-
довими.

Типи систем доставлення ліків

Мікрогубки належать до біологічно
інерт них пористих частинок, які виготовля -
ють із синтетичних полімерів, здатних збе-
рігати обсяг активної речовини, і масою,
співмірною з їхньою власною [46]. Вони
можуть захистити препарат від навколиш -
нього середовища і забезпечити контрольо -
ване вивільнення.

Наночастинки. Завдяки своєму невели-
кому розміру, структурі та великій площі
поверхні нанорозмірні матеріали набувають
відмінних фізико-хімічних властивостей
[47]. Це дає змогу системам з наночастинка-
ми долати існуючі обмеження звичайних
форм, полегшуючи внутрішньоклітинний
транспорт до специфічних клітинних міше-
ней [1].

Імунокон’югати є рекомбінантними
антитілами, ковалентно зв’язаними з ліка-
ми [48]. Ідея цієї технології полягає в до -
став ленні препаратів до місця дії за допомо-
гою специфічних моноклональних антитіл,
що дозволяє уникати токсичного ефекту на
нецільові органи. Перші дослідження пока-
зали деякі обмеження в їх використанні,
такі як короткий період напіврозпаду, іму-
ногенність або навіть відсутність ефективної
взаємодії [49, 50]. У результаті було розроб-
лено нову стратегію для використання анти-
тіл, що були прикріплені до наночастинок
і ліпосом (так звані імунонаночастинки та
імуноліпосоми, відповідно) [51–53]. Такі
системи можуть бути транспортовані у важ-
кодоступні тканини-мішені, мають здат-
ність долати гематоенцефалічний бар’єр
завдяки трансфериновим, інсуліновим або
глутатіоновим рецепторам.

Віруси є потенційними транспортерами
ліків та засобом генної терапії через їхню
природню здатність до проникнення в кон-
кретні клітини і транспортування генетич-
ної інформації до ядра [54–56]. До найужи-
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ваніших вірусів належать лентивіруси, рет-
ровіруси та аденовіруси [56, 57]. Проте
використання вірусів викликає побоювання
у зв’язку з ризиком помилок інсерції та
активації протоонкогенів мутагенної дії,
реплікації вірусу і сильної імунної відповіді.
Такі системи найчастіше застосовують
у цитотоксичній генній терапії [58].

Везикулярні системи: ліпосоми, транс-
феросоми, етосоми, ніосоми, віросоми, кох-
леати, кубосоми. Ці вектори мають фосфолі-
підну природу. Складаються з двошарової
мембрани, яка може бути розділена на
маленькі одношарові (від 20 до 100 нм),
великі одношарові (від 100 до 500 нм) і бага-
тошарові (понад 500 нм) везикули [59].

Ліпосомам, які найчастіше складаються
з фосфатидилхоліну, притаманні висока біо-
сумісність, простота підготовки, підвищена
сумісність з ліками, регульована фармакокі-
нетика та поліпшена пероральна абсорбція.
Як правило, виникають певні труднощі за
перорального застосування через погану
стійкість везикул у фізіологічних умовах,
які є в шлунково-кишковому тракті [60, 61].
Ліпосоми можуть також слугувати препара-
том, який уводять підшкірно.

Етосоми і трансферосоми є ліпосомами з
підвищеною гнучкістю, що зумовлена дода-
ванням етилового спирту і поверхнево-
активних речовин, відповідно [59, 62, 63].

Ніосоми — це неіоногенні поверхнево-
активні везикули, що складаються з алкільо -
ваних ефірів поліоксиетилену або діефірів
сахарози (рис. 5). Такі системи розроблені
спеціально для шкірного застосування (ета-
нол підсилює проникність). Інший тип ліпо-
сом класифікують як віросоми, що містять
на своїй поверхні вірусні протеїни. Цю стра-
тегію було запропоновано для вакцинації
[64] (через слизову оболонку — носовий,
вагінальний та інші шля хи, внутрішньо -
шкірно і внутрішньо м’язово).

Кохлеати — стабільні частинки, що їх
отримують із ліпосом. Ці структури утворю-

ються з негативно заряджених фосфоліпі-
дів, таких як фосфатидилсерин, і являють
собою біліпідний шар, без внутрішнього
простору. В останні декілька років було
встановлено здатність кохлеатів функціону-
вати як системи доставлення ліків, вакцин,
протеїнів, пептидів і ДНК [65].

Кубосоми є аналогічними до кохлеатів
завдяки своїй багатошаровій структурі без-
перервного ліпідного бішару. Їх розгля-
дають як нові системи доставлення ліпідів.
Вони мають кубічну форму, діаметром від 86
до 106 нм, є біосумісними і мають біоадге-
зивні властивості. Ліки, що їх захоплюють
кубосоми, перебувають в аморфному чи
молекулярному стані. Ці фізико-хімічні
характеристики впливають на термін функ-
ціонування, ефективність та безпеку нано-
частинок, що робить їх ідеальними для
внутрішнього застосування [66, 67].

Тверді ліпідні наночастинки. Тверді лі -
під ні наночастинки (ТЛН) складаються з лі -
пі дів, які залишаються твердими як за кім-
натної температури, так і за температури тіла.
До них належать гліцеролу бегенат, гліцеро-
лу пальмітостеарат, лецитин, тригліцериди
і тристеарингліцерид [60, 61]. На відміну від
ліпосом, ТЛН залишаються стабільними
протягом тривалого часу, захищаючи ла біль -
ні сполуки від хімічної деградації. З огляду
на це їх можна використовувати для масово-
го виробництва. Однак існують деякі про-
блеми, пов’язані з ефективністю їх наванта-
ження через формування твердого ліпідного
матриксу і можливою зміною фізичного
стану ліпідів [59, 68, 69].

Мікроемульсії і наноемульсії — це ізо-
тропні суміші, що складаються з олії або
води, стабілізованої поверхнево-активними
речовинами, часто в поєднанні з допоміжни-
ми поверхнево-активними речовинами [59,
60, 63]. Дія мікроемульсій може виявлятись
у посиленні руйнування ліпідної структури
або підвищенні стабільності препарату.

Циклодекстрини — це циклічні олігоса-
хариди, що складаються принаймні з шести
D-(+)-глюкопіраноз, що об’єднані α-1,4-
зв’язком. У природі відомо три типи цикло-
декстринів: α- (6 субодиниць), β- (7 субоди-
ниць) і γ-циклодекстринів (8 субодиниць).
β-Циклодекстрин ідеально підходить для
доставлення лікарських засобів завдяки
розміру порожнини, ефективності наванта-
ження ліками, доступності та порівняно
низькій вартості. Циклодекстрини можуть
запобігати деградації препарату, поліпшу-
вати його стабільність і розчинність, що під-
вищує біодоступність [60, 70].Рис. 5. Структура ніосом

Гідрофільна
частина

Антитіло, що
містить ліки для

доставлення

Гідрофобна
частина
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Металеві наночастинки і квантові
точ ки. Неорганічні наночастинки, що
з’яви лися нещодавно, застосовують як сис -
теми доставлення ліків і генів, засоби візуа-
лізації та діагностичні біосенсори [51, 71,
72]. Доставлення ліків за допомогою магніту
(як і в разі використання заліза) у тканини-
мішені відбувається під дією зовнішнього
магнітного поля [60, 73, 74]. Однак магнітні
частинки самі по собі не підходять для
транспортування ліків через обмеження
в кон трольованому вивільненні. Змішані
частинки з магнітного ядра та полімерної
оболонки можуть дати сумарний позитив-
ний ефект двох компонентів [74].

Квантові точки являють собою колоїдні
ядра, оточені однією (чи більше) поверхнею,
що знижує ступінь вилуговування металів
з ядра. Було показано можливість викори-
стання наночастинок титану діоксиду
і цинку оксиду як засобу захисту від сонця
[75]. Зменшення розміру частинок до нано-
метрового масштабу знижує прозорість, що
підвищує захист від ультрафіолетового
випромінювання [75, 76].

Наночастинки із золота виступають діє-
вим інструментом у галузі наномедицини.
Зокрема, їх застосовують як біосенсори, для
діагностичної візуалізації, бінарної терапії
раку. Вони здатні до вибіркового транспор-
тування ліків до ядра клітин злоякісних
пухлин, особливо при зв’язуванні з аргінін-
гліцинаспарагіновою кислотою, пептидом
та поліетиленгліколем [77]. Безпосередньо
в пухлинних клітинах вони можуть спричи-
няти гіпертермію з неінвазивною радіочас -
тотою.

Полімери. Дендримери. Дендримери
є синтетичними високомолекулярними
полімерними наночастинками, деревоподіб-
но розгалуженої форми, зібрані в дендрито-
подібні структури, що можуть бути створені
з метою транспортування в конкретні ком-
партменти клітини [78]. Крім того, вони
мають більшу функціональність поверхні,
що уможливлює їх широке застосування,
зокрема для доставлення ліків [79] і генів
[80], як біологічний клей [81], у роботах,
пов’язаних з візуалізацією агентів (наприк-
лад, МРТ) [82].

Ці частинки можна використовувати для
перорального, внутрішньоочного, внутрі-
шньовенного та черезшкірного доставлення.
Дендримери можуть бути структурно моди-
фіковані і в подальшому зв’язані з антитіла-
ми. Створення таких частинок може йти
різним и шляхами, такими як синтез само-
збиранням, лего- і клік-хімії (або швидкої

хімії — методу, що дає змогу за допомогою
простих і гарантованих реакцій отримувати
сполуки з новими функціональними власти-
востями) [78, 79]. Окрім того, дендримери не
є імуногенними і достатньо малі, аби про-
никнути крізь судини і потрапити до кліти-
ни-мішені пухлини. Їхні розміри можуть
бути зменшені нижче порогу ниркової
фільтрації [83].

Природні та синтетичні полімерні
нано частинки. Інкапсуляція ліків/генів
можлива шляхом однорідного чи неоднорід-
но диспергованого вбудовування в матрицю
або сорбції на поверхні наночастинок.
Термін «наночастинки» є збірною назвою
для наносфер і нанокапсул [84]. Нано -
частинки являють собою тверді носії, з нату-
ральних або синтетичних полімерів, і мають
різну здатність до біорозкладання. До нано-
частинок виявляють більшу увагу, ніж до
ліпосом, через їхній терапевтичний потенці-
ал і високу стабільність у біологічних ріди-
нах, а також тривалий час зберігання [85].
Вони мають вищу ефективність інкапсуля-
ції і здатність до захисту нестабільних ліків
від деградації під впливом зовнішнього сере-
довища порівняно з ліпосомами [59, 86].

Було описано деякі методи отримання
наночастинок полімеризацією мономерів
або з попередньо сформованих полімерів
[84], однак сучасні методи спрямовані на ви -
користання безпечних розчинників з мож-
ливістю промислового застосування.

Властивості наночастинок можуть бути
змінені за допомогою різних полімерів і ко -
по лімерів або протеїнів. Нові стратегії
передбачають використання нових, здатних
до біорозкладання синтетичних полімерів
і модифікованих полімерів натурального
походження, таких як хітозан і альбумін.
Для хітозану було показано відносну безпеч-
ність, і його використовують як харчову
добавку. Більш того, хітозан має широке
застосування завдяки його біосумісності,
адгезійним властивостям та підвищеній
проникності [61, 87, 88]. Природним носієм
гідрофобних молекул, зокрема жирних кис-
лот, гормонів і жиророзчинних вітамінів,
є альбумін. Його широко використовують
як нетоксичну та неімуногенну речовину.
Однак природні полімери важко очищувати
і вони є нестабільними, тому часто замість
них використовують синтетичні полімери.
Синтетичні полімери з групи ефірів, такі як
полімолочна кислота, поліціаноакрилати,
поліакрилова кислота, поліангідриди, полі-
аміди, поліортоефіри, поліетиленгліколь,
полівінілалкоголь та інші, наприклад полі-
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ізобутилціаноакрилат, поліетиленоксид,
полі-ε-капролактон, є зручними засобами
для доставлення ліків через їхню здатність
до біологічного розкладання. Вони можуть
зв’язуватися один з одним, утворюючи
структури з різними властивостями, такими
як контрольоване вивільнення та висока біо-
сумісність.

Нещодавно привернув увагу полі-β-
аміно-ефір (PβAE), оскільки йому притаман-
не швидке вивільнення в кислому середови-
щі [42, 89, 90]. Цей полімер виявився менш
токсичним, ніж інші катіонні полімери,
зокрема поліетиленамін та полі-L-лізин
[42]. PβAE нерозчинний за фізіологічних
значень рН, але стає миттєво розчинним
у водному середовищі за рН нижче 6,5. Ці

речовини ефективні для терапії в безпосе-
редній близькості від пухлини [42, 90].

Отже, наночастинки є перспективним
засобом доставлення ліків, здатним спрямо-
вувати безліч препаратів і біомолекул до
специфічних мішеней в організмі. Для опти-
мізації доставлення за участю наночастинок
необхідне більш глибоке і всебічне дослід-
ження механізмів їх дії. Утім, вже сьогодні
показано значні переваги використання
наночастинок як засобу доставлення ліків
завдяки їх малому розміру, біосумісності
з різ ними клітинами і тканинами в організ-
мі, можливості модифікації поверхні ці льо -
вими лігандами і високому ступеню наван-
таження.
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нанотехнологий, в частности их применение в
биомедицине. Дана характеристика новых
систем доставки лекарств, включающих
липидные, протеиновые и полимерные нано-
частицы, которые обеспечивают стабильный
транспорт лекарственных препаратов, их 
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The advances in nanotechnology, particular-
ly, application in biomedicine are described in
the review. The characteristic of the new drug
delivery systems is given including lipid, protein
and polymer nanoparticles which provide stable
delivery of drugs to the target of distribution in
the body and prevent their rapid degradation. 



BIOTECHNOLOGIA ACTA, V. 6, No 2, 2013

32

целевое распределение в организме и пред-
отвращают быструю деградацию. Рассмат -
риваются преимущества применения векторов
нанометрового масштаба. Из-за своего неболь-
шого размера, структуры и большой площади
поверхности наноразмерные материалы при-
обретают необходимые физико-химические
свойства, которые позволяют наночастицам,
нагруженным специфическими агентами, пре-
одолевать ограничения, существующие для
форм больших размеров. Это значительно
облегчает внутриклеточный транспорт к спе-
цифическим клеточным мишеням. Контро -
лируемая доставка к месту действия и сокра-
щение времени воздействия на нецелевые
ткани повышает эффективность лекарствен-
ных препаратов, а также снижает токсичность
и другие побочные эффекты, что улучшает
общее самочувствие пациента. Использование
различных путей введения наночастиц позво-
ляет доставлять низкомолекулярные препара-
ты, протеины, пептиды или нуклеиновые кис-
лоты в определенные ткани. Рассмотрены
различные пути доставки нанопрепаратов
в клетку, а также возможности модификации
их поверхности целевыми лигандами. Пред -
став лены типы систем доставки лекарств:
микрогубки, вирусы, иммуноконъюгаты, ве -
зи кулярные системы (липосомы, трансферосо-
мы, этосомы, ниосомы, виросомы, кохлеаты,
кубосомы), микроэмульсии и наноэмульсии,
металлические наночастицы и квантовые
точки, дендромеры, природные и синтетиче-
ские полимерные наночастицы и т. д. Описаны
их свойства и возможности практического
применения. 

Большое разнообразие нановекторов, воз-
можность их модификации, а также нагрузки
различными лекарствами (рассмотрены мето-
ды включения и адсорбции), контроля их
высвобождения в клетке открывают перспек-
тивы широкого применения наночастиц для
визуализации биологических процессов,
диагностики и терапии ряда заболеваний.

Ключевые слова: нано час ти цы, нано меди ци -
на, поглощение макромолекул, модификация
нанополимеров, целевая терапия.

The advantages of nanometer scale vectors were
analyzed. Due to their small size, structure and
large surface area, nanoscale materials acquire
necessary physico-chemical properties. These
properties allow the nanoparticles, containing
specific agents, to overcome the limitations
existing for the forms of large sizes. This signi -
ficantly facilitates the intracellular transport to
specific cellular targets. Controlled deli very to
the place of action and reduction of exposure
time on non-target tissues increases efficacy and
reduces toxicity and other side effects, which
improves the patient's overall health.

Use of different ways to deliver nanoparti-
cles allows to deliver low-molecular drugs, pro-
teins, peptides or nucleic acids to specific tis-
sues. Various ways of nanodrugs delivery to a
cell and the possibility of modifying their sur-
face by target ligands are discussed in the
review. Types of drug delivery systems:
microsponges, viruses, imunoconjugates, lipo-
somes, metal nanoparticles and quantum dots,
dendrimers, natural and synthetic polymeric
nanoparticles, etc are discussed.

A large variety of nanovectors, as well as
their modification, and loading of various drugs
(the methods of inclusion and adsorption are
examined), control of their release into the cell,
opens prospects for their wide application for
visualization of biological processes, diagnosis
and therapy of wide range of diseases.

Key words: nanoparticles, nanomedicine,
absorption of macromolecules, modification of
nano polimers, targeted therapy.
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The field of nanotechnology is an inten-
sively developing field as a result of its wide-
ranging applications in different areas of science
and technology. The term nano technology is
defined as the creation, exploitation and syn-
thesis of materials at a scale of 1–100 nm
(1 nm = 10–9 m). The word «nano» is derived
from a Greek word meaning «dwarf» or
«extremely small». Nanobiotechnology is a
multidisciplinary field and involves research
and development of technology in different
fields of science like biotechnology, nanotech-
nology, physics, chemistry, and material sci-
ence [1, 2].

Nanoparticles (NPs) exhibit different
shapes like spherical, triangular, rod, etc.
(Fig. 1). Research on nanoparticles’ synthesis
is the current area of interest due to the
unique visible properties (chemical, physical,
optical, etc.) of nanoparticles compared with
the bulk material [3, 4].

Nanoparticles have broad application
prospects in biology and medicine [6–10].
Since many microorganisms seem to be less
sensitive to most of the antibiotics, resear -
chers started finding a new potential antimi-
crobial agent. With this respect, silver and sil-

ver-based compounds are having strong bacte-
riocidal and fungicidal activity [11].

Nanoparticles having larger surface area
to volume ratio tend to pose higher antimicro-
bial activity [12]. Also, silver has a lower
propensity to stimulate microbial resistance
than many other antimicrobial agents [11].
Based on these properties, silver nanoparticles
(Ag-NPs) have been used in wide range of
applications such as to prevent infection, in
(burn and traumatic) wound dressings, diabe -
tic ulcers, coating of catheters, dental works,
scaffold, and medical devices [13, 14].

Nanotechnology is an integration of diffe -
rent fields of science which holds promise in
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Nowadays, the value of bactericidal nanomaterials research increases at the increasing number of bac-
teria strains resistant to the most highly potent antibiotics. In the review the characteristic of nanopar-
ticles and methods for their production are done. The scope of nanoparticles application is observed, spe-
cial attention is focused on silver nanoparticles usage in medicine, in particular, as bactericidal products.
It is indicated that nanoparticles may have toxic effects.

Much attention is paid to nanoparticles application in the treatment of various diseases, for example,
for targeted drug delivery, wound healing, bone regeneration, local heating of tumors in cancer patholo-
gy, immune system stimulation, for antibodies, viruses, bacteria detection, for liquids filtration.

Penicillins and their producers — Penicillium sp. characteristic is done. The mechanism of penicillin
antimicrobial action is estimated. 

It is revealed that silver nanoparticles usage in combination with antibiotics, particularly penicillin,
leads to antibiotics antibacterial activity increasing against gram-positive and gram-negative microor-
ganisms.

Fig. 1. Silver nanoparticles with a diameter of
10–15 nanometers coat nylon nanofibers with 
a diameter of approximately 80 nanometers.

Photo: Cornell University Textiles [5]
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the pharmaceutical industry, medicine,
biotechnology and agriculture [2]. The unique
properties of nanoparticles different from the
bulk material have attracted the attention of
several workers to use the multiple functiona -
li ties of nanoparticles. For example, the infor-
mation about silver nanoparticles for water
treatment and microbiological control was
given at VII International Scientific confe -
rence of students and PhD Students «Youth
and Progress of Biology» [15].

Silver NPs may exhibit antibacterial activ-
ity [16]. Furthermore, silver NPs were shown
to enhance the antibacterial activity of such
biotechnological products as penicillin G,
amoxicillin, erythromycin, clindamycin, and
vancomycin against Staphylococcus aureus
and Escherichia coli [17].

Silver as a biocide

Nanotechnology offers opportunities to re-
explore the biological properties of already
known antimicrobial compounds by manipu-
lating their size to alter the effect. Silver has
long been known for its antimicrobial proper-
ties, but its medical applications declined with
the development of antibiotics. Silver (Ag) is a
transition metal element having atomic num-
ber 47 and atomic mass 107.87. The medicinal
uses of silver have been documented since
1000 B.C. Silver is a wellness additive in tradi-
tional Chinese and Indian Ayurvedic medicine
[18]. Its action as an antibiotic comes from the
fact that it is a non-selective toxic «biocide».
Silver based antimicrobial biocides are used as
wood preservatives. In water usage, silver and
copper based disinfectants are used in hospital
and hotel distribution systems to control
infectious agents (for example, Legionella). 

Nanomaterials can be toxic at the cellular,
organ, and organism levels [19]. Cytotoxic
effects of carbon nanotubes may be due to their
ability to generate reactive oxygen species. The
cytotoxic effect is due to oxidative damage of
proteins, lipids and DNA, which in turn
increases oxidative stress in cells and leads to
their death by apoptosis or necrosis [8].

In medicine the most widely used are silver
nanoparticles. Colloidal silver containing
medicines collargol and protargol are pro-
duced since 1902 till nowadays. Except for
nanosilver, nanogold, nanocopper, nanooxides
of silicium, titanium, iron and zinc, calcium
phosphate and hydroxyapatite ceramic
nanoparticles, nanoparticles of polymers
(polystyrene, latex, chitosane, cyclodextrin)
are used [20].

Currently, silver sulfadiazine is listed by
the World Health Organization as an essential
anti-infective topical medicine [21]. Since sil-
ver works as a bulk material, the use of nano-
size silver may also be appealing.

Methods of nanoparticle synthesis

Owing to the wide range of nanoparticles
applications in different fields of science and
technology, different protocols have been
designed for their synthesis [13]. The
nanoparticles can be synthesized using the
top-down (physical) approach which deals with
methods such as thermal decomposition, dif-
fusion, irradiation, arc discharge, etc., and
bottom-up (chemical and biological) approach
which involves seeded growth method, polyol
synthesis method, electrochemical synthesis,
chemical reduction, and biological entities for
fabrication of nanoparticles by means of
biotechnological methods. Different synthesis
methods involve the use of different types of
chemical, physical, and biological agents to
yield nanoparticles of different sizes and
shapes [3].

Physical methods used for the synthesis of
nanoparticles include thermal decomposition,
laser irradiation, electrolysis, condensation,
diffusion, etc. The thermal decomposition
method is used for the synthesis of monodis-
perse nanoparticles. Fatty acids are dissolved
in hot NaOH solution and mixed with metal
salt solution which leads to formation of metal
precipitate [22]. In diffusion method, crystals
and short wires of copper are enclosed in glass
ampoules and sealed at low pressure; further,
the ampoules are annealed at 500 °C for 24 h.
The crystals are removed from the ampoules
and cooled on a metallic plate at room tempe -
rature. In the UV irradiation technique, poly-
carbonate films are cut and placed on glass
microscope slide and exposed to UV radiation
which results in the formation of hydroxyl
groups on polycarbonate films. Further, these
polycarbonate films are silanized with 3-
(aminopropyl) triethoxysilane (APS) in dena-
tured ethanol for 2 h and rinsed with deionised
water which leads to the formation of silver
film on the polycarbonate film [23]. The arc-
discharge method involves use of two graphite
electrodes which act as cathode and anode and
are immersed in metal salt solution. The elec-
trodes are brought in contact to strike an arc
and separated immediately to sustain arc
inside salt solution. The synthesis of nanopar-
ticles is carried out at an open circuit and an
optimized direct current [24].
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The most often used method for the chemi-
cal synthesis of nanoparticles is the chemical
reduction method, which deals with the reduc-
tion of metal particles to nanoparticles using
chemical reducing agents like sodium borohy-
dride or sodium citrate [25]. Other chemical
agents utilized for the synthesis are N,N-
dimethyl formamide (DMF), poly(N-vinyl
pyrrolidine) (PVP), ethyl alcohol, tetra-n-
tetrafluoroborate (TFATFB), etc. [26, 27].
Seeded growth method is a colloid chemical
method for the synthesis of nanoparticles
which involve preparation of seeds by redu -
cing metal ions with the suitable reducing
agent. The fine particles so formed are called
seed particles which are then added to growth
solutions containing metal ions and additives
like L-ascorbic acid and hexadecyltrimethyl -
ammonium bromide (CTAB) [27]. Polyol is
also used in the synthesis of nanoparticles. In
the polyol method a metal precursor is dis-
solved in a liquid polyol in the presence of cap-
ping agent. The metal sol is prepared using
methanol or ethyl alcohol as a solvent and
reducing agent while PVP is used as a protec-
tive and capping agent [26]. Electrochemical
synthesis method induces chemical reactions
in an electrolyte solution with the use of an
applied voltage. A wide variety of nanomate -
rials could be synthesized using this method.

Biological agents used for the synthesis of
nanoparticles include mainly bacteria, fungi
[28, 29] and plants [30–33]. The biotechnolo -
gical methods used for the synthesis of
nanoparticles include both extracellular and
intracellular methods [2, 34, 35]. The synthe-
sis of nanoparticles using bacteria and actino-
mycetes usually involves the intracellular syn-
thesis method, in which the bacterial cell
filtrate is treated with metal salt solution and
kept in a shaker in dark at ambient tempera-
ture and pressure conditions [36]. For the
extracellular synthesis of nanoparticles using
bacteria, the bacterial culture is centrifuged
at 8,000g and the supernatant is challenged
with metal salt solution [37]. In case of fungi
also nanoparticles are intracellularly synthe-
sized by treating the fungal mycelium with
metal salt solution and further incubation for
24 h [38]. Dried mycelium of fungi is also used
for synthesis of nanoparticles. In this method
the fungal mycelium is harvested by centrifu-
gation and subsequently freeze dried, and this
freeze-dried mycelium is immersed in metal
salt solution and kept on a shaker [39].
However, in the extracellular method the fil-
trate of the mycelium is treated with metal
salt solution and incubated for 24 h [40, 41].

In algal synthesis of nanoparticles washed cul-
ture of algae without the presence of any me -
dium is treated with metal salt solution and
kept in dark with controlled pH and tempera-
ture conditions [42, 43]. The biotechnological
synthesis of nanoparticles using yeast
involves two steps which include firstly the
synthesis of nanoparticles and next recovery
of the synthesized nanoparticles [43]. For the
synthesis process, yeast culture is challenged
with metal salt solution and incubated in dark
for 24 h. Further, the cells are separated from
the medium by centrifugation and the cell-free
extract is used for recovery of nanoparticles.
For recovery of nanoparticles, specifically
designed apparatus (polycarbonate bottle with
sampling cup) is used, which separates nano -
particles from the extract by differences in
thawing temperature. The cell-free medium
containing nanoparticles is filled in the bottle
up to the brim and kept at 20 °C in upright
position. During freezing, the nanoparticles
get denser than medium and settle down. The
bottle is then kept at 0° C and allowed to thaw.
The concentrated colloidal solution obtained
in the sampling cup is centrifuged at 23,000 g
for 24 h, the particles are suspended in dis-
tilled water, and further the particles are
dried in vacuum [42]. 

Fields of application

Nanotechnology is an integration of diffe -
rent fields of science which holds promise in
the pharmaceutical industry, medicine, bio -
tech nology and agriculture [44]. The unique
pro perties of nanoparticles different from the
bulk material have attracted the attention of
several workers to harness the multiple func-
tionalities of nanoparticles.

Silver nanoparticles are utilized in the area
of electronics, e.g. silica-coated Ag nanowires
for electric circuits [45].

Colloidal silver nanoparticles can be used
in the treatment of cancer and arthritis.

In cancer therapy it is proposed to use car-
bon nanotubes for the transport of drugs to
the cancer cells [7], for DNA oligonucleotides
transport to the nuclei of cancer cells for their
selective destruction without damaging of
normal cells [8]. In addition, carbon nanotubes
by irradiation in the infrared are heated, due
to this hyperthermic therapy of tumors is pos-
sible [46]. 

Fullerenes are biologically active and non-
toxic, they are able to penetrate biological
membranes, exhibit strong antioxidant and
antiviral properties, increase the protective
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functions of the immune system, and prevent
the growth of malignant tumors. Metallo fulle -
renes penetrate the plasma membrane of the
tumor cells and effectively inhibit their prolife -
ration, inhibit the vascularization of tumors
and therefore prevent their malignancy, reduce
metastasis. Their effect may be explained by
their high antioxidant activity and blocking of
specific cell receptors [9, 10, 47–49].

Detection of viruses is generally per-
formed by either antigens (immunoassays) or
genome sequences (polymerase chain reaction-
based methods). However, sensitivity of such
detection techniques is a problematic issue.
There is novel sandwich-enzyme immunosor-
bent method for direct detection of adeno -
viruses with the help of covalently coated
monoclonal anti-hexon antibodies onto highly
fluorescent europium (III)-chelate doped
nanoparticles (~107 nm).

Carbon nanotubes are offered to use for
antibodies detection, including the cases of
autoimmune diseases, for the detection of
nucleotide sequences, as ion channel blockers,
as biosensors for detection of DNA, glucose,
cholesterol, and nitric oxide [7].

The technique of nanofiltration is a novel
method to remove both enveloped and non-
enveloped viruses [50]. There are reports of
removal of IgG-coated non-enveloped viruses
including bovine parvovirus and bovine
enterovirus with the help of 20- and 50-nm-
sized nanofilters [51].

Nanoparticles due to its biocompatibility
and strong interaction with bases like thiols
play a major role in the treatment of cancer
[52]. Epithelial ovarian cancer a common
malignancy of female genital tract could be
cured with the use of gold nanoparticles.
Vascular endothelial growth factor (VEGF)
performs a vital role in the progression of
ovarian cancer and also tumor growth and gold
nanoparticles possess the capability to inhibit
the progression of ovarian tumor growth and
metastasis. Also, in case of multiple myeloma
(MM), a cancer of plasma cells, nanoparticles
are observed to inhibit the function of VEGF
which induces cell proliferation. This inhibi-
tion of VEGF further leads to upregulation of
cell cycle inhibitor proteins like p21 and p27
which inhibit proliferation [52].

Chronic lymphocytic leukemia (CLL), a
cancer caused due to the overproduction of
lymphocytes. Chronic leukemia starts in the
bone marrow but could spread to other organs
also. Nanoparticles possess the ability to
inhibit the function of growth factor secreted
by CLL cells, and induce apoptosis [52].

Rheumatoid arthritis which is considered
as an incurable disease, bare nanoparticles are
found to serve as a possible cure. 

Nanoparticles can be used in the construc-
tion of miniaturized devices, which can be
helpful in drug delivery [6, 7, 53].

Thiol-stabilized nanoparticles are used as
«bio-catalyst». Nanoparticles can be used as
fluorescence labeling system in microbial
detection. Nanoparticles can be widely used as
signal reporters to detect biomolecules in DNA
assay, immunoassay and cell bioimaging [54].

It is prospectively to use carbon nanotubes
as mechanically strong micro catheters that do
not affect coagulation parameters [7].

Catheters coated with nanocrystalline sil-
ver serve as a tool to prevent infections. Silver
nanoparticles are found to be active against
most of the nosocomial infections related to
catheters and also predominantly accumulate
at the site of insertion. Thus, silver nanoparti-
cles function as a protective agent against
infection has no risk of systemic toxicity [55].

Nanosilver dressings are found to induce
major improvements in the healing of wounds
with respect to antimicrobial efficiency, ease
in using and faster re-epithelialization. It was
reported that re-epithelialization in a patient
with a third-degree burn was observed as a
result of the treatment of nanosilver dressing
as it provided a protection against infections
and also promoted early formation of neoder-
mis and uncomplicated wound closure [3, 56].

Titanium nanoparticles are particularly
useful for the production of pigments, paints
and cosmetics [57].

The bone cells interact with nanostruc-
tured materials as the collagen fibrils, hydro -
xyapatite and proteoglycans found in bone tis-
sues in the nanometer scale. Hence,
nanomaterials are efficiently used for the
regeneration and repair of bone tissues. It is
observed that the bone cells could elicit desired
cellular functions like adhesion, migration
and proliferation. Nanomaterials can mimic
the constituent components of bone, may be
used for bones and neurons growing [7, 58].
Examples of bone implants include nanoce-
ramics, nanopolymers, nanometals and com-
posites [59].

Characteristics of penicillin 
and Penicillium spp.

Penicillin (sometimes abbreviated PCN or
pen) is a group of antibiotics derived from
Penicillium fungi (Fig. 2). They include peni-
cillin G, procaine penicillin, benzathine peni-
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cillin, and penicillin V. Penicillin antibiotics
are historically significant because they are
the first drugs that were effective against
many previously serious diseases such as
syphilis and infections caused by staphylococ-
ci and streptococci. Penicillins are still widely
used today, though many types of bacteria are
now resistant. All penicillins are beta-lactam
antibiotics and are used in the treatment of
bacterial infections caused by susceptible,
usually Gram-positive, organisms [60].

Bacteria constantly remodel their peptido-
glycan cell walls, simultaneously building and
breaking down portions of the cell wall as they
grow and divide. β-Lactam antibiotics inhibit
the formation of peptidoglycan cross-links in
the bacterial cell wall, but have no direct effect
on cell wall degradation. The β-lactam moiety
(functional group) of penicillin binds to the
enzyme (DD-transpeptidase) that links the
peptidoglycan molecules in bacteria. The
enzymes that hydrolyze the peptidoglycan
cross-links continue to function, which weak-
ens the cell wall of the bacterium (in other
words, the antibiotic causes cytolysis or death
due to osmotic pressure). In addition, the
build-up of peptidoglycan precursors triggers
the activation of bacterial cell wall hydrolases
and autolysins, which further digest the bac-
teria’s existing peptidoglycan. This imbalance
between cell wall production and degradation
is responsible for the rapid cell-killing action
of this class of drugs, even in the absence of
cell division. In addition, the relatively small
size of the penicillin molecule allows it to pene -
trate deeply into the cell wall, affecting its
entire depth. This is in contrast to the other
major class of cell wall synthesis inhibiting
antibiotics, the glycopeptide antibiotics (which
includes vancomycin and teicoplanin) [61].

Penicillin shows a synergistic effect with
aminoglycosides, since the inhibition of pepti-
doglycan synthesis allows aminoglycosides to
penetrate the bacterial cell wall more easily,
allowing its disruption of bacterial protein
synthesis within the cell.

Penicillin is a secondary metabolite of fun-
gus Penicillium that is produced when growth
of the fungus is inhibited by stress. It is not
produced during active growth. Production is
also limited by feedback in the synthesis path-
way of penicillin [61]: 

α-ketoglutarate + AcCoA → homocitrate →
→ L-α-aminoadipic acid → L-Lysine + β-lactam.

The by-product L-Lysine inhibits the pro-
duction of homocitrate, so the presence of
exogenous lysine should be avoided in peni-
cillin production [62].

The Penicillium cells are growing using a
technique called fed-batch culture, in which
the cells are constantly subject to stress,
which is required for induction of penicillin
production. The carbon sources that are
availab le are also important: glucose inhibits
penicillin production, whereas lactose does
not. The pH and the levels of nitrogen, lysine,
phosphate, and oxygen of the batches must
also be carefully controlled [61]. 

The biotechnological method of directed
evolution has been applied to produce by muta-
tion a large number of Penicillium strains.
Appropriate techniques include PCR, DNA
shuffling etc. [62]. 

Penicillium is a genus of ascomycetous
fungi of major importance in the natural envi-
ronment as well as food and drug production
(Fig. 3). It produces penicillin, a molecule that

Fig. 2. Laboratory Petri-dish culture of the fun-
gus Penicillium chrysogenum growing on agar

with the produced antibiotic penicillin.
Geoff Tompkinson/Science Photo Library [5]

Fig. 3. Penicillium chrysogenum, coloured scanning
electron micrograph (SEM) at magnification ×1250.

The round structures are conidia, the asexual
reproductive spores of the fungus. Eye of

Science/Science Photo Library [5].
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is used as an antibiotic, which kills or stops the
growth of certain kinds of bacteria inside the
body. The widespread genus contains over 300
species [63].

Penicillium is classified as a genus of
anamorphic fungi in the division Ascomycota
(order Eurotiales, class Eurotiomycetes, fami-
ly Trichocomaceae) [64]. The genus name is
derived from the Latin root «penicillium»,
meaning «painter’s brush», and refers to the
chains of conidia that resemble a broom [65].

The thallus (mycelium) typically consists
of a highly branched network of multinuc -
leate, septate, usually colorless hyphae. Many-
branched conidiophores sprout on the mycelia,
bearing individually constricted conidio -
spores. The conidiospores are the main disper-
sal route of the fungi, and often green.

Sexual reproduction involves the produc-
tion of ascospores, commencing with the
fusion of an archegonium and an antheridium,
with sharing of nuclei. The irregularly distri -
buted asci contain eight unicellular ascospores
each [66].

Combined action of penicillin 
and nanoparticles

With the emergence and increase of micro-
bial organisms resistant to multiple anti bio -
tics, and the continuing emphasis on health-
care, many researchers have tried to develop
new, effective antimicrobial reagents free of
resistance. Such problems and needs have led
to the resurgence in the use of Ag-based anti-
septics that may be linked to broad-spectrum
activity and far lower propensity to induce
microbial resistance than antibiotics [67].
Research in antibacterial material containing
various natural and inorganic substances has
been intensive [68]. Among metal nanoparti-
cles (Me-NPs), silver nanoparticles (Ag-NPs)
have been known to have inhibitory and bacte-
ricidal effects. It can be expected that the high
specific surface area and high fraction of sur-
face atoms of Ag-NPs will lead to high antimi-
crobial activity as compared with bulk silver
metal [68]. The biomedical application of sil-
ver nanoparticles also attracted increasing
interest, such as antimicrobial activity of sil-
ver nanoparticles for wound healing, and sil-
ver nano-coated medical devices, etc. [69].
There were investigated that silver ion or
metallic silver as well as silver nanoparticles
can be exploited in medicine for burn treat-
ment, dental materials, coating stainless steel
materials, textile fabrics, water treatment,
sunscreen lotions, etc. and posses low toxicity

to human cells, high thermal stability and low
volatility [70].

In 2007, three papers have been published
reporting the use of blue aggregated mixtures
of drugs and NPs, rather than of stable red
conjugates [71–73]. Such a color change and
transmission electron microscopy (TEM)
images unambiguously indicated NP aggrega-
tion. The drugs used were aminoglycoside
antibiotics (streptomycin, gentamicin, kana -
my cin, and neomycin), quinolones (cipro flo xa -
cin, gatifloxacin, and norfloxacin), ampicillin
(a penicillin antibiotic), and 5-fluorouracil (an
antimetabolite of nucleic metabolism). The
preparations were tested for antibacterial
activity toward gram-positive (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus) and
gram-negative (E. coli, Pseudo monas aerugi-
nosa) microorganisms and they also were exam-
ined for antifungal activity toward Aspergillus
fumigatus and Aspergillus niger (Fig. 4, 5). The
basic experimental tests for the determination
of antibacterial activity were the disk diffusion
method and the agar diffusion method.
Depending on the antibiotic used, increase in
the activity of the antibiotic-colloidal-silver
mixture ranged from 12 to 40%, as compared
with the activities of the native drugs. So, the
antibacterial activities of the antibiotics were
enhanced through the use of silver NPs.

Fig. 4. Coloured scanning electron micrograph
(SEM) of Bacillus subtilis bacteria 

at magnification ×12000.
Steve Gschmeissner/Science Photo Library [5]

Fig. 5. Coloured scanning electron micrograph
(SEM) of Staphylococcus aureus bacteria 

at magnification ×16000.
Eye of Science/Science Photo Library [5]
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Nowadays one of the nanobiotechnology
tasks is metal nanoparticles construction and
usage. Nanoparticles are known for a long
time, and they are used in different areas of
human activity. Silver nanoparticles have a
wide range of applications in pharmacy, medi-
cine, biotechnology and agriculture. From the
literature data analyzing there was given
information about nanotechnology develop-
ment in face of silver nanoparticles in the com-
bination with antibiotics. Silver nanoparticles
are in active usage as «naked» as in the combi-
nation with antibiotics, in particular with
penicillin, for enhancing of their action. The
silver nanoparticles can be synthesized by the
means of physical, chemical and biological
methods. Penicillin produced by filamentous

fungi Penicillium sp. is the first discovered
antibiotic; it is still applied in medicine. But
many bacteria for the long time have deve -
loped the resistance to it. Researches show
that penicillin in the combination with the sil-
ver nanoparticles give the highly effective
bactericidal action against different bacteria,
especially Bacillus subtilis and Staphylococcus
aureus.

Nanobiotechnology is prospective for me -
dicine. Nanocomposites creation and applica-
tion are especially important. Nanoparticles
usage offers great opportunities for diagno -
stics and treatment patients with bone and
joint patho logy, bacterial and virus in -
fections, injuries, autoimmune diseases, can-
cer, etc.    
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НАНОЧАСТИНКИ CРІБЛА 
ЯК ПІДСИЛЮВАЧІ ДІЇ ПЕНІЦИЛІНУ
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На цей час зростає значення досліджень
бактерицидних наноматеріалів у зв’язку зі
збільшенням кількості штамів бактерій,
резистентних до більшості сильнодійних
антибіотиків. В огляді подано характеристи-
ку наночастинок і способів їх одержання.
Розглянуто галузі застосування наночасти-
нок, особливу увагу приділено використан-
ню наночастинок срібла в медицині, зокрема
як бактерицидних препаратів. Зазна чено,
що наночастинки можуть справляти токсич-
ну дію.

Велику увагу приділено застосуванню
наночастинок в терапії різних захворювань,
наприклад, для спрямованого доставлення
ліків, загоєння ран, відновлення кісткової
тканини, локального нагрівання пухлин
при онкологічних захворюваннях, стимуля-
ції функцій імунної системи, для визначен-
ня антитіл, вірусів, бактерій, для фільтрації
рідин.

Наведено характеристику пеніцилінів та
їхніх продуцентів — Penicillium sр. Роз гля -
нуто механізм антимікробної дії пеніциліну.

Виявлено, що застосування наночасти-
нок срібла в комбінації з антибіотиками,
зокрема з пеніциліном, сприяє посиленню
антибактеріальної активності антибіотиків
стосовно грампозитивних і грамнегативних
мікроорганізмів.

Ключові слова: нанотехнологія, нано час тин ки
срібла, антибіотики, пеніцилін, Penicillium sp.
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В настоящее время возрастает значение
исследований бактерицидных наноматериа-
лов в связи с увеличением количества штам-
мов бактерий, резистентных к большинству
сильнодействующих антибиотиков. В обзоре
дана характеристика наночастиц и способов
их получения. Рассмотрены области приме-
нения наночастиц, особое внимание уделено
использованию наночастиц серебра в меди -
ци не, в частности в качестве бактерицидых
препаратов. Указано, что нано частицы мо -
гут обладать токсическим действием.

Большое внимание уделено применению
наночастиц в терапии различных заболева-
ний, например, для направленной доставки
лекарств, заживления ран, восстановления
костной ткани, локального нагрева опухо-
лей при онкологических заболеваниях, сти-
муляции функций иммунной системы, для
определения антител, вирусов, бактерий,
для фильтрации жидкостей.

Дана характеристика пенициллинов
и их продуцентов — Penicillium sр. Рассмот -
рен механизм антимикробного действия
пенициллина.

Установлено, что применение наночастиц
серебра в комбинации с антибио ти ками,
в частности с пенициллином, при во дит
к усилению антибактериальной актив ности
антибиотиков по отношению к грамположи-
тельным и грамотрицательным микроорга-
низмам.

Ключевые слова: нанотехнология, нано час ти -
цы серебра, антибиотики, пенициллин, Peni -
cil lium sp. 
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По мнению многих исследователей, кле-
точная трансплантология является наибо-
лее перспективным методом лечения
инфаркта миокарда (ИМ). Несмотря на то,
что истинный регенеративный потенциал
стволовых клеток (СК) костного мозга (КМ)
по-прежнему противоречив, во многих до -
кли нических и клинических исследованиях
было показано, что введение СК КМ способ-
но привести к небольшому, но воспроизво-
димому увеличению сердечной функции [1].
Следовательно, в сердце содержатся клетки,
которые могут образовывать новые кардио-
миоциты (КМЦ) после ИМ, но в недостаточ-
ном количестве, либо они недостаточно
активированы, чтобы вызвать достаточную
регенерацию. 

Альтернативным подходом к пересадке
клеток-предшественников в сердце может
явиться использование биопрепаратов,
содержащих биологически активные веще-

ства (пептидов, ростовых факторов, ве -
ществ, содержащихся в экстрактах из фе -
таль ных и ювенильных тканей животных,
природных антиоксидантов), которые улуч-
шают функции сердца после ИМ.

Использование биологически активных
протеинов для лечения инфаркта

микарда

С появлением биотехнологии были
открыты протеины, обладающие терапевти-
ческим потенциалом для восстановления
функции сердца после ИМ. Показано, что
эти протеины улучшают функции сердца
при применении их в экспериментальных
моделях ИМ. Выделяют четыре класса
таких протеинов (рис. 1) [2]:

А) Протеины, индуцирующие ангиогенез.
Лечение ИМ с помощью факторов роста кро-
веносных сосудов (рис. 1, А) — фактора
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Рассмотрены перспективы применения в эксперименте и в клинике ишемического повреждения
миокарда биологически активных веществ: факторов роста, цитомединов, природных анти окси дан -
тов, веществ, содержащихся в экстрактах из ювенильных и фетальных органов и тканей животных.
Наряду с хорошо изученными и широко используемыми в клинической практике биопрепаратами
животного происхождения, такими как кордиалин, актовегин, эрбисол, несиритид, энергостим,
в качестве перспективных средств для терапии сердечно-сосудистых заболеваний рассматриваются
экстракты из сердца и низкомолекулярная фракция кордовой крови.

Показано, что использование тканей эмбриофетоплацентарного комплекса повышает репа ра тив -
ную способность миокарда. Основное отличие таких биопрепаратов как биогенных стимуляторов
состоит в том, что в их составе есть сбалансированный комплекс биологически активных веществ,
в частности различных активаторов регенерации и дифференциации (факторы роста фибробластов,
нервов, фактор, стимулирующий рост макрофагальных и эритроидных колоний), а также анти про -
лиферативных цитокинов, предотвращающих клеточную и системную гиперстимуляцию. Кроме
того, фетальные клетки и их ассоциаты практически не иммуногены. 

Таким образом, если будут определены факторы роста и дифференциации, способные
регулировать митотическую активность кардиомиоцитов, станет возможным направленно ини ци и -
ро вать процесс дифференцировки стволовых клеток и воздействовать на регенерацию миокарда
человека, а следовательно, оптимизировать лечение инфаркта миокарда.
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роста эндотелия сосудов (VEGF) и фактора
роста фибробластов (FGF), как показали
доклинические исследования, может инду-
цировать ангиогенез, т. е. увеличивать крово-
снабжение сердца и сохранять его функцию
после ИМ [3]. Однако при использовании
в эксперименте и клинической практике оба
фактора роста вызывали опосредованную
оксидом азота гипотензию при введении
в коронарные артерии как у свиней [4], так
и у человека [4, 5], ограничивая максималь-
но вводимую дозу до 50 нг/кг/мин [5].
Кроме того, недостатками факторов роста
кровеносных сосудов, ограничивающими их
применение в клинике, являются следую-
щие: 1) формирование аберрантных и выте-
кающих сосудов [5−7] (образование стабиль-
ных, не вытекающих сосудов требует
согласованных действий различных росто-
вых и антиангиогенных факторов, например
ангиопоэтинов [8], достижение чего являет-
ся сложной задачей в процессе разработки
лекарственного средства); 2) наличие мно-
гих изоформ VEGF, связывающихся с раз-
личными рецепторами [6, 9, 10], вызывает
вопрос, имеет ли определенная изоформа
лучший по сравнению с другими профиль
фармакокинетики/фармакодинамики для
лечения ИМ; 3) стимуляция FGF и VEGF
митоза различных типов клеток может
обусловить рост опухоли [4, 6]; 4) необходи-

мость разработки методов адресной достав-
ки FGF и VEGF в ишемизированный мио-
кард с целью ограничения их побочных
эффектов [11]. 

Плацентарный фактор роста (PlGF)
также стимулирует ангиогенез и рост колла-
тералей в ишемизированных тканях [12−
14]. Экспрессия PlGF повышается при ИМ
[12]. Внутрисердечная доставка PlGF после
обширного экспериментального ИМ у крыс
приводила к расширению границ зоны
ангиогенеза, увеличению фракции выброса,
улучшению функции сердца [15]. Кроме того,
PlGF может быть маркером сосудистого вос-
паления. Было показано, что уровень PlGF
в плазме повышается в зависимости от тяже-
сти сердечной недостаточности (СН) [13].

Терапевтический потенциал PlGF и учас -
тие его рецептора Flt1 в ангиогенезе
изучены недостаточно. Показано, что анти-
тела против Flt1 подавляли неоваскуляриза-
цию в опухолях и ишемизированной сетчат-
ке, уменьшали рост атеросклеротических
бляшек [14]. Подавление рецептора VEGF-
Flk1 не влияло на атеросклероз, что свиде-
тельствует о недостаточной степени ингиби-
рования Flk1-управляемого ангиогенеза для
остановки прогрессирования заболевания.
Противовоспалительное действие антител
против Flt1 обусловлено снижением моби-
лизации костномозговых клеток-предше-
ственников миелоидного ряда в перифериче-
скую кровь и инфильтрацией лейкоцитов,
экспрессированных Flt1, в воспаленные
ткани, а также нарушением активации мие-
лоидных клеток. Следовательно, PlGF и Flt1
можно использовать для модуляции ангио-
генеза и ингибирования воспаления [14]. 

Для терапевтической коррекции ангио-
генеза необходимо введение факторов, кото-
рые дополняют друг друга. Известно, что
PlGF может модулировать активность VEGF —
самого мощного из всех ангиогенных индук-
торов [12, 16], регулируя меж- и внутримо-
лекулярные взаимодействия между VEGF-
тирозин-киназными рецепторами Flt1
и Flk1. Активация Flt1 с помощью PlGF
приводит к межмолекулярному трансфос-
форилированию Flk1, усиливая тем самым
VEGF-управляемый ангиогенез через Flk1.
Хотя как VEGF, так и PlGF связывают Flt1,
PlGF однозначно стимулирует фосфорили-
рование специфических тирозиновых остат-
ков Flt1 и экспрессию различных генов-мише-
ней. Кроме того, гетеродимер VEGF/PlGF
активирует внутримолекулярный VEGF-
рецептор перекрестно через формирование
гетеродимеров Flk1/Flt1. Следует отметить,

Рис. 1. Регенерация ткани сердца четырьмя
различными классами протеинов:

A — FGF и VEGF индуцируют ангиогенез; 
B — G-CSF мобилизует гемопоэтические СК КМ;

SDF-1 индуцирует эндотелиальные проге -
ниторные клетки, HGF — СК сердца; 

C — нейрегулин и периостин могут индуци -
ровать деление взрослых кардиомицетов;

D — IGF-1 способствует созреванию и дифферен -
цировке СК сердца

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PM
C2967710/figure/F1/]
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что лечение гетеродимером VEGF/PlGF или
комбинацией VEGF и PlGF увеличивало
ангиогенез при экспериментальном ИМ
у мышей, чего не наблюдалось при исполь-
зовании только VEGF [16]. 

Снижение повреждения миокарда после
экспериментального ИМ было показано
после использования эритропоэтина, основ-
ного регулятора эритропоэза. Как известно,
рецепторы эритропоэтина экспрессируются
также в некроветворных тканях, в том чис -
ле во взрослом миокарде человека и эндо -
телиальных сосудистых клетках [17, 18]. 

Введение одной дозы экзогенного эритро-
поэтина на моделях ИМ у грызунов, кроли-
ков, собак приводило к уменьшению разме-
ра ИМ, снижению посттравматического
ремоделирования желудочка и сохранению
его насосной функции [19, 20]. Эти эффекты
объясняются эритропоэтинопосредованным
снижением апоптотической гибели клеток,
повышенной мобилизацей циркулирующих
костномозговых эндотелиальных клеток-
предшественников, увеличением ангиоге -
неза в преинфарктной ишемической зоне
[19–21]. 

Было проведено проспективное плацебо-
контролируемое, рандомизированное, двой-
ное слепое клиническое испытание безопас-
ности, эффективности и механизма
дей ствия рекомбинантного человеческого
эритропоэтина (rHuEpo) у 44 пациентов
с острым ИМ [19]. rHuEpo вводили внутри-
венно (200 ЕД/кг ежедневно в течение
3 дней),  пациенты получали также аспирин
и клопидогрель после успешного чрескож-
ного коронарного вмешательства. Было
показано увеличение синтеза сигнальных
протеинов ангиогенеза в мононуклеарных
клетках периферической крови по сравне-
нию с плацебо: rHuEpo значительно повы-
шал экспрессию рецепторов эритропоэтина,
эндотелиального сосудистого фактора роста
Flt-1 и фосфорилировал фосфатидилинози-
тол 3-киназу в мононуклеарных клетках
периферической крови.

Б) Протеины, увеличивающие набор
клеток-предшественников в сердце. При -
вле чение клеток-предшественников в место
повреждения при помощи колониестимули-
рующих ростовых факторов — гранулоци-
тарного и гранулоцитмакрофагального [1,
22, 23] рассматривается в качестве возмож-
ной альтернативы трансплантации клеток
(рис. 1, В). 

Гранулоцитарный колоние сти му лирую -
щий фактор (G-CSF) стимулирует проли фе -
ра цию гемопоэтических СК. Впервые Orlic

и соавт. [24] применили мобилизацию ауто-
логичных СК посредством подкожного вве-
дения мышам G-CSF и фактора стимуляции
КМ непосредственно перед созданием очага
ишемии миокарда и в течение нескольких
дней после экспериментального ИМ.
Удалось продемонстрировать превращение
этих клеток в миоциты, артериолы и капил-
ляры, что сочеталось с резким ограничением
очага ИМ, уменьшением степени дилатации
левого желудочка и увеличением фракции
выброса (рис. 2, 3). При этом концентрация
СК в периферической крови мышей под
влиянием ростовых факторов возрастала
в 240 раз.

Было выполнено много исследований
возможной миграции циркулирующих
в крови СК КМ в миокард и их дифференци-
ровки в КМЦ [25−28]. Для увеличения коли-
чества циркулирующих в крови СК КМ
после экспериментального ИМ у мышей
использовали курс инъекций рекомбинант-
ного G-CSF и фактора стволовых клеток.
Через 27 сут после ИМ у животных реги-
стрировали снижение на 68% летальности,
уменьшение на 48% очага некроза, а также
на 26% дилатации полости левого желудоч-
ка [29]. Одновременно было отмечено уве-
личение количества новых КМЦ, артериол и
капилляров. Эти данные подтвердили воз-
можность миграции после ИМ аутологичных
СК из КМ в зону инфаркта и включение их
в постинфарктную регенерацию миокарда.

Проведенные клинические испытания
(385 пациентов) показали, что терапия с G-
CSF является безопасной и оказывает
незначительное влияние на функцию сердца
[30]. Было установлено увеличение на

Рис. 2. Регенерация миокарда:
артериолы с эритроцитами, мембраны которых

мечены ТER-119 (зеленая флуоресценция); ядра
окрашены йодидом пропидия (синяя

флуоресценция); α-актин клеток гладких мышц
(красная флуоресценция). 
Ув.: F ×800; G и H ×1200

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/
PMC56963/?tool=pubmed]
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4,75% фракции выброса, если терапия с G-
CSF была начата в течение 37 ч после ИМ
[30]. Однако потенциал миогенной диффе -
рен циации гемопоэтических СК, мобилизо -
ван ных G-CSF, спорный и, как принято
считать, низкий [23]. Кроме того, G-CSF
оказывает антиапоптическое действие на
КМЦ после ИМ [31], что подтверждается
улучшением фракции выброса при лечении
G-CSF в ранние сроки после ИМ, в то время
как в конце лечения это не происходит [30].

Влияние G-CSF на гемодинамический
и нейрогуморальный статус пациентов,
а также безопасность его применения в до -
пол нение к стандартной терапии ИМ
изучали в работе [1]. Использовали рекомби-
нантный человеческий G-CSF (препарат ней-
поген, Hoffmann La Roche), который при
введении подкожно или внутривенно стиму-
лирует пролиферацию и дифференцировку
гемопоэтических клеток-предшественни-
ков. Было показано, что G-CSF индуцирует
неоангиогенез, что создает благоприятные

условия для улучшения метаболизма ткани,
повышения общей сократимости и улучше-
ния гемодинамики в целом. Маркером 
вы ход а в кровоток СК был лейкоцитоз,
с интенсификацией которого повышались
концентрация СК в области повреждения
и шансы на успешный неомиоцитогенез
и/или неоангиогенез. 

Помимо возможного неоангиогенеза
нель зя исключить наличия иных механиз-
мов действия G-CSF: он является цитокином
с целым комплексом малоизученных гормо-
нальных эффектов на уровне металлопротеаз,
молекул адгезии и т. д. Следует отметить,
что до сих пор непонятен непосред ственный
механизм стимуляции выхода СК из КМ под
влиянием G-CSF, поскольку СК не имеют
рецепторного аппарата, чувствительного
к G-CSF [24]. Авторы отмечают, что проведен-
ное исследование не может служить доказа-
тельством связи терапии G-CSF с положитель-
ными гемодинамическими и клиническими
изменениями, однако позволяет надеяться,
что такая связь существует.

Фактор роста гепатоцитов (HGF) — мито -
генный ростовой фактор для гепато цитов
[32], проявляющий также хемотак си чес кое
и антиапоптотическое действие на несколь -
ких типах клеток [33]. Внутри венное введе -
ние HGF после ишемии/реперфузии у крыс
уменьшало апоптоз КМЦ и размер ИМ,
улучшало сердечную функцию [34] с помо -
щью различных механизмов: при вле чения
клеток-предшественников [35], ангио генеза
[36] и антиапоптоза [34]. Остается неясным,
какой из них наиболее важен для оказания
кардиопротекторного эффекта HGF. 

HGF может также влиять на функции
сердца после ИМ с помощью хемотакси чес -
ко го воздействия на сердечные клетки-пред -
шест венники. Тирозинкиназный рецептор
HGF — с-Мет — представлен в различных
популяциях сердечных СК, включая с-Kit+
[37] и Sca-1+ [38]. Было показано что HGF
является хемотаксическим для с-Kit+
сердечных СК [35] и увеличивает образо ва ние
новых КМЦ при введении в инфарци рова н -
ный миокард вместе с инсулиноподобным
фактором роста-1 [35]. Но для кли ни ческого
применения протеина необходимо четко
определить основной механизм его действия
и фармако кине тические свойства.

Фактор роста стромальных клеток-1
(SDF-1) — небольшой протеин (68 аминокис-
лот) из семейства хемокинов, обладающий
способностью привлекать эндотелиальные
клетки-предшественники [39]. Экспрессия
SDF-1 увеличивается после ИМ. Ранние

Рис. 3. Маркеры дифференциации сердечных
клеток (A–F): 

маркировка миоцитов нестином (A, желтый),
десмином (B, красный) и коннексином 43 (C, зеле -
ный). Красная флуоресценция (А, С) со от вет ствует
сердечному миозину; желто-зеленое свечение (D)
отражает маркировку фетальной печеночной
киназой (FLK-1) эндотелиальных клеток и VE-
кадгерина (E); красная флуо рес цен ция (D, E)
соответствует фактору VIII в эндо телиальных
клетках. Зеленое свечение (F) отражает
маркировку цитоплазмы гладко мы шечных клеток
и эндотелиальной выстилки по FLK-1; красная
флуоресценция соответствует α-актину гладких
мышц, синяя — мечение ядер пропидия йодидом. 

Ув.: A, E ×1200; B, F ×800; С ×1400; D ×1800.
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC

56963/?tool=pubmed]
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исследования с использованием методов ген-
ной терапии [40] показали, что устойчивая
локальная концентрация SDF-1 после острого
ИМ увеличивает плотность сосуда и улучша-
ет сердечную функцию, но этого недостаточ-
но, чтобы вызвать значительное увели чение
регенерации сосудов. Однако SDF-1 быстро
инактивируется матриксными металлопро-
теиназами (ММП), включая ММП-2, актив-
ность которой повышается после ИМ,
а также DPPIV/CD26. Поэтому был разрабо-
тан вариант SDF-1, называемый SSDF-
1(S4V), с валином для замещения серина
в положении 4, который защищает от рас-
щепления MMP-2, и с дополнительным
сери ном на N-конце, защищающим против
DPPIV (protease-resistant stromal cell
derived factor-1 for stem cell) [41]. 

Способность SDF-1 действовать как хемо-
таксический фактор для эндотелиальных
клеток-предшественников [39] не только
делает его мощным индуктором ангиогенеза,
но и может ограничить побочные эффекты
при использовании в качестве терапевтиче-
ского средства. Например, VEGF также инду-
цирует ангиогенез, но его высокая локальная
концентрация может вызвать неконтроли-
руемую пролиферацию эндотелиальных кле-
ток с образованием извилистых и структурно
ненормальных сосудов [7, 26]. 

В) Протеины, индуцирующие митоз КМЦ.
Известно, что обновление КМЦ происходит
во взрослом сердце [42], но с гораздо мень-
шей скоростью, чем в неонатальном или во
взрослом некоторых позвоночных [43, 44].
Недавние исследования показали, что неко-
торые протеины, в частности периостин [44]
и нейрегулин [45], могут индуцировать
повторное включение взрослых КМЦ в кле-
точный цикл (рис. 1, C).

Периостин — протеин внеклеточного
матрикса с молекулярной массой 90 кДа. Он
синтезируется фибробластами и играет важ-
ную роль в процессе развития сердца [46].
Синтез периостина во взрослом сердце мини-
мален, но повышается после травм, в том
числе после ИМ [46], где протеин участвует в
ремоделировании внеклеточного матрикса.
Дефицит периостина у мышей показал
дефектное формирование рубца, что приво-
дило к повышенной частоте желудочковых
разрывов в первые дни после ИМ [47]. Kuhn
et al. показали, что доставленный в инфар-
цированный миокард крыс периостин улуч-
шал функцию сердца после ИМ, уменьшал
формирование рубца и ремоделирование
неинфарцированного миокарда [44]. При
этом протеин индуцировал возвращение

в клеточный цикл от 0,6 до 1% КМЦ в по -
граничной зоне ИМ. 

Другим протеином, представляющим
интерес в качестве возможного митогена для
КМЦ, является нейрегулин. Нейрегулины
связаны с эпидермальным фактором роста.
Воздействуя на семейство трансмембранных
рецепторов ErbB, они стимулируют рост,
пролиферацию и дифференцировку разных
типов клеток, в том числе и КМЦ. Во взрос-
лом сердце нейрегулин в основном синтези-
руется в эндотелиальных клетках, стимули-
рует выживание и гипертрофию КМЦ [48].
Bersell et al. показали, что нейрегулин
может вызвать повторное включение КМЦ
взрослых мышей в клеточный цикл [45].
Ежедневное внутрибрюшинное введение
нейрегулина в дозе ~0,1 мг/кг повышало
функции сердца после ИМ с уменьшением
размера инфаркта [45]. Авторы показали,
что это было связано с распространением
существующих КМЦ, а не с уменьшением
их апоптоза или увеличением дифференци-
ровки клеток-предшественников. 

Теоретически такие протеины, как пери-
остин и нейрегулин, стимулирующие митоз
КМЦ, которые сохранились в пограничной
зоне, могут частично восстановить повреж-
дение, нанесенное при ИМ. Однако для кли-
нического применения этих протеинов
необходимо прежде всего обеспечить их спе-
цифичность для КМЦ, что предотвращает
образование и рост опухолей в других тка-
нях. Промитотические протеины должны
быть специфичны не только для КМЦ в
целом, но также для КМЦ в пограничной
зоне ИМ, поскольку маловероятно, что бес-
контрольная пролиферация КМЦ
в удаленной зоне, ведущая к гиперплазии
миокарда и, следовательно, к неблагопри-
ятному ремоделированию, принесет пользу
функции миокарда в течение ИМ. Кроме
того, формирование новых КМЦ путем либо
митоза, либо дифференциации СК несет
повышенный риск возникновения желудоч-
ковых аритмий. Присущая же КМЦ специ-
фичность даст возможность доставлять про-
теин системно, без привлечения более
сложных местных механизмов доставки. 

Г) Протеины, индуцирующие рост и диф -
ференциацию стволовых клеток и кардио-
миоцитов. Кроме привлечения мультипо-
тентных клеток-предшественников в
по врежденный миокард, важной целью
терапевтической регенерации сердца
являются выживание, рост и дифференциа-
ция СК [23] (рис. 1, D). Инсулиноподобный
фактор роста-1 (IGF-1), будучи одним из
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ключевых протеинов при развитии сердеч-
ной мышцы, индуцирует пролиферацию
и выживание сердечных стволовых и проге-
ниторных клеток и улучшает сердечную
функцию [49, 50]. Было показано, что добав-
ление IGF-1 к трансплантированным клеткам
способствует созреванию СК в увеличенные
миоциты по сравнению с трансплантацией
только СК [49].

Для устранения трудностей, возникаю-
щих при клеточной терапии ИМ (плохая
приживляемость, выживаемость и диффе-
ренцировка клеток), было разработано био-
тинилированное самособирающееся пептид-
ное нановолокно для длительной доставки
IGF-1 в миокард [50]. Оно представляет
собой олигопептиды, состоящие из чередую-
щихся гидрофильных и гидрофобных ами-
нокислот. При воздействии физиологиче-
ских осмолярности и рН пептиды быстро
собираются в маленькие нановолокна
(≈ 10 нм), которые могут быть введены
в миокард в форме 3D-клеточного микро-
окружения. Биотинилированный IGF-1
соединяется в комплекс с четырехвалент-
ным стрептавидином и затем связывается
с биотинилированными самособирающими-
ся пептидами, что делает возможным связы-
вание IGF-1, но не препятствует самосборке
пептидов в нановолокна в миокарде.

Связанный с пептидным нановолокном
IGF-1 снижал активацию расщепления
каспазой-3 и повышал экспрессию сердечно-
го тропонина I в КМЦ. После введения
в миокард крыс нановолокна обеспечивали
устойчивую доставку IGF-1 в течение 28 дней.
В сочетании с пересаженными КМЦ достав-
ка IGF-1 нановолокнами снижала расщепле-
ние каспазой-3 на 28% и повышала площадь
поперечного сечения КМЦ на 25% по
сравнению с клетками, введенными без
нановолокон [50]. Подобная клеточная
терапия улучшала систолическую функцию
после экспериментального ИМ, подтвер-
ждая, что создание локального микроокру-
жения может улучшить эффективность кле-
точной терапии. 

Важную роль в дифференциации эмбрио-
нальных СК (ЭСК) в КМЦ играют трансфор-
мирующий фактор роста β и фактор фибро-
бластов [51]. Однако для качественной
диф ференциации ЭСК в КМЦ необходимо
достижение устойчивого баланса, т. е. хоро-
шо организованного пространственного и
временного распределения различных про-
теинов, что является основным препятстви-
ем для ис поль зования их в качестве терапев-
тического средства для регенерации сердца

[51]. Кроме того, действие этих протеинов на
резидентные сердечные СК практически
неизвестно, и маловероятно, что местное
или системное управление одним из них
вызовет значительную дифференциацию СК
сердца.

Использование цитомединов
в терапии инфаркта миокарда

Описаны исследования выделенных из
различных органов пептидных биорегулято-
ров — цитомединов или «клеточных медиато-
ров», осуществляющих перенос информации,
необходимой для нормального функциониро-
вания, развития и взаимодействия клеток.
В норме эти соединения регулируют физио-
логические процессы, связанные с за щит -
ными функциями и развитием организма, —
репаративные процессы, клеточные иммун-
ные реакции, гемопоэз, гемокоагуляцию
и др. [52, 53]. Цитомедины не только обла-
дают специфической активностью, но и ока-
зывают неспецифическое действие. Показа -
но, что в условиях патологии препараты
цитомединов избирательно восстанавливают
нарушенные функции клеток и органов, из
которых они выделены. Это сопровождается
усилением экспрессии мембран ных рецепто-
ров, изменением внутриклеточного содер-
жания циклических нуклеотидов, повыше-
нием интенсивности процессов биосинтеза. 

Основное действие цитомединов, выде-
ленных из сердца, заключается в стимуля-
ции репаративных процессов в миокарде,
поврежденном введением больших доз изо-
протеренола или наложением лигатуры на
коронарные артерии. При этом отмечено их
влияние на течение метаболических процес-
сов в миокарде [52, 54].

В работе [55] изучали возможность кор-
рекции биоэнергетики КМЦ в условиях гипо-
ксии и ишемии препаратом кордиалин, выде-
ленным из сердца крупного рогатого скота.
Кордиалин представляет собой комплекс
регуляторных пептидов с молекулярной мас-
сой 1–10 кДа, полученных методом кислот-
ной экстракции и последующей гель-фильт-
рации на сефадексе G-25 [53]. Препа рат, как
было показано, не проявляет своего действия
в норме, но способен восстанавливать функ-
цию поврежденного миокарда [54, 56]. 

На суспензии КМЦ крыс, криостатных
срезах и в гомогенатах миокарда, находя-
щихся в гипоксических условиях, было
показано, что пептиды кордиалина ингиби-
руют патологически активированную
в условиях недостатка кислорода сукцинат-
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дегидрогеназу и интенсифицируют окисле-
ние энергетически более выгодного субстрата
НАДН2, тем самым оказывая благо приятное
действие на энергетический метаболизм,
о чем свидетельствует увеличение содержа-
ния АТФ в миокарде. Коррекция кордиа -
лином биоэнергетики КМЦ, находящихся
в условиях гипоксии и ишемии, предотвра-
щает аккумуляцию липидных капель
в клетках околоинфарктной зоны, свиде-
тельствующих о высокой интенсивности
протекания процессов β-окисления жирных
кислот. В результате отпадает необходи-
мость в активации гликолиза (что подтвер-
ждается высоким содержанием гликогена
в миокарде и низкими концентрациями
глюкозы и лактата в крови), а следовательно,
предотвращаются последствия, вызываемые
ацидозом [55, 56].

Таким образом, кардиопротекторное
действие пептидного препарата выражается
в замедлении формирования зоны некроза
после коронароокклюзии, прежде всего за
счет оптимизации процессов окислительно-
го фосфорилирования в митохондриях [55].
Кроме того, терапия кардиолином, начатая
в ранние сроки после экспериментального
ИМ, значительно ослабляет ишемическое
повреждение околоинфарктной зоны, стиму-
лирует репаративные процессы в ней, что при-
водит к сохранению жизнеспособности КМЦ
и нормализации их ультраструктуры, препят-
ствуя расширению границ инфаркта [57].

Следует отметить отсутствие токсично-
сти у этого препарата, поскольку терапевти-
ческая и токсическая дозы отличаются
более чем в 800 раз (при определении острой
токсичности на мышах). Поскольку кордиа -
лин способствует внутриклеточной регене-
рации поврежденных КМЦ, предполагается
его непосредственное или опосредованное
действие на процессы биосинтеза протеинов
и нуклеиновых кислот [56].  

Изучение ангиопротекторных свойств
цитомедина, выделенного из аорты крупного
рогатого скота — полипептидной фракции
с молекулярной массой до 10 кДа, проводи-
ли в условиях моделирования различных
видов атероартериосклероза и аутоиммунно-
го васкулита [58].

Введение полипептидной фракции аорты
как при пероксидном, так и холестероловом
экспериментальном атероартериосклерозе
способствовало нормализации липидного
спектра крови (что проявлялось в снижении
содержания холестерола и атерогенных
липопротеидов), пероксидных процессов,
коагуляционного гемостаза, восстановле-

нию эластического каркаса и состояния кле-
точных элементов стенки аорты. В стенке
аорты также наблюдалось уменьшение
накопления холестерола [58].

При экспериментальном аутоиммунном
васкулите фракция аорты вызывала норма-
лизацию вышеуказанных показателей
крови и морфофункционального состояния
стенки аорты. Восстанавливались функцио-
нальная активность и количественное соот-
ношение лейкоцитов крови и снижалась
гематогенная клеточная инфильтрация
стенки аорты [58]. 

Было показано, что фракция полипепти-
дов 1–10 кДа, выделенная из ткани мозга
холодоадаптированного животного — якут-
ской лошади, оказывает выраженное кар-
диотропное действие. Введение этой фрак-
ции животным за 1 ч до извлечения сердца
приводило к улучшению параметров перфу-
зии, что выражалось в снижении сопротив-
ляемости сосудов сердца и стабилизации
внешней мембраны КМЦ, а также сохране-
нии способности миокарда к сокращению
после 36-часовой гипотермической перфу-
зии [59]. Кроме того, эта фракция, выделен-
ная в зимний период, в диапазоне концент-
раций от 10 мг/мл до 0,3 мг/мл вызывала
снижение скорости пассивного транспорта
ионов Са2+ и увеличение скорости активного
транспорта в инвертированных везикулах
сарколеммы КМЦ при физиологической
концентрации кальция в среде инкубации
[58–60].

Проводится работа по изучению структу-
ры и биологического действия пептидов,
синтезируемых КМЦ предсердий — кардио-
латина и натрийуретического пептида
(НУП) [61], которые играют важную роль в
становлении кардиоваскулярного гомеоста-
за. Исследования экстрактов предсердий
показали, что биологической активностью
этих пептидов обладают соединения различ-
ной молекулярной массы — от 3 до 44 кДа.
Биологическая активность пептидов пред-
сердий проявляется через рецепторный
аппарат базолатеральных мембран почек,
эндотелия и клеток гладкой мускулатуры
артерий, коры надпочечников, гипофиза.
Действие НУП направлено главным образом
на усиление диуреза и экскреции электроли-
тов почками, а кардиолатина — на расслаб-
ление гладкой мускулатуры артерий. 

Было установлено, что СН сопровождает-
ся значительным (в 10 раз) увеличением
синтеза НУП как в периферической крови,
так и в крови правого предсердия, что бло-
кирует активность циркулирующего звена
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ренинангиотензинальдостероновой системы
и улучшает состояние больных. При лече-
нии концентрация этого пептида снижается
параллельно с уменьшением отечности
и достигает нормального уровня при исчез-
новении отеков и улучшении сердечной дея-
тельности [62]. В настоящее время проходит
клиническое исследование препарат несири-
тид, представляющий собой НУП, структур-
но идентичный эндогенному мозговому
НУП человека. Действие препарата направ-
лено на потенциирование эффектов данного
пептида. Применение несиритида при СН
вызывало быстрое дозозависимое вазодила-
тирующее действие; при внутривенном вве-
дении быстро и значительно снижалось дав-
ление в концевых легочных капиллярах по
сравнению с внутривенным введением нит-
роглицерина [63].

Использование в терапии инфаркта
миокарда экстрактов фетальных и

ювенильных органов и тканей животных 

Известно, что продукты лизиса различ-
ных клеток и тканей, экстракты и гомогена-
ты из нативных и обработанных разными
способами тканей стимулируют рост и ин -
тен сифицируют функции клеточных систем
[64, 65]. Было показано, что продукты
деструкции содержат вещества, являющие-
ся биостимуляторами и обладающие в основ-
ном не тканеспецифическим действием.
Функциональный эффект продуктов лизиса
клеток связывают с массивным выходом
энзимов и других активных факторов, кото-
рые секретируются живыми клетками,
в том числе и медиаторов, а также образова-
нием большого количества физиологически
активных продуктов из разрушенных кле-
точных компонентов — цитоплазматиче-
ских и ядерных протеинов, полипептидов
и аминокислот, нуклеотидов, фосфолипи-
дов и т. д. Лизосомальные кислые гидрола-
зы и нейтральные протеиназы, выходящие
в большом количестве в ткани при массив-
ном разрушении лейкоцитов и макрофагов,
а также протеазы тучных клеток существен-
но и многогранно влияют на клеточные
системы, в частности способны усиливать
регенерацию.

Экстракты, полученные из здоровых
фетальных и ювенильных органов и тканей
животных, обладают еще одним положи-
тельным свойством. Их действие основано
на принципе гомологичности или органо-
тканевого подобия: например, фетальный
экстракт, выделенный из органа животного,

кумулируется в гомологичном органе чело-
века и оказывает на него прямое влияние
независимо от способа введения [66]. За рас-
крытие механизма этого эффекта, называе-
мого органным тропизмом, американский
исследователь Г. Блобель в 1999 г. был удо-
стоен Нобелевской премии по медицине.

Органопрепараты — своего рода биомо-
лекулярный эталон для гомологичных тка-
ней и органов человека, несущий специфику
биомолекул, характерную для каждой
ткани. Этот эталон отражает естественный
баланс биомолекул, их соотношение между
собой, а также различные химические
состав ляющие (в виде лигандов, солей,
ионов и т. п.), характеризующие ткань или
орган, что невозможно создать искусствен-
ным путем. Все это обеспечивает максималь-
но эффективную усвояемость (быстрое
и качественное включение в метаболизм)
компонентов препарата и быстрое воздей-
ствие на физиологические процессы повреж-
денной или патологически измененной
клетки [66]. 

В связи с этим перспективным направле-
нием стала разработка кардиопротекторных
и биостимулирующих препаратов, действие
которых направлено на поддержание опти-
мального режима биоэнергетических про-
цессов в условиях гипоксии и ишемии, что
является принципиальным моментом вы -
жи вания КМЦ при ИМ [67–69].

Известным природным источником био-
препаратов, способных улучшать метабо-
лизм в сердечной мышце, является кровь
молочных телят. В настоящее время одним
из наиболее изученных биопрепаратов
является актовегин (Nycomed, Австрия) —
высокоочищенный беспротеиновый гемоде-
риват, получаемый из крови молочных
телят методом ультрафильтрации. Он содер-
жит физиологически активные вещества с
молекулярной массой до 5 кДа: аминокисло-
ты, олигопептиды, нуклеозиды, продукты
углеводного и жирового обмена (олигосаха-
риды, гликолипиды), электролиты (Mg, Na,
Ca, P, K) и микроэлементы (Si, Cu). 

Фармакологическое действие Актове ги -
на основано на улучшении транспортировки
и утилизации глюкозы в сочетании со стиму-
ляцией поглощения клетками кислорода, в
результате чего повышается обмен высоко-
энергетических фосфатов (АТФ), активируют-
ся энзимы окислительного фосфорилирования
(пируват- и сукцинатдегидрогеназы, цито-
хром с-оксидаза), повышается активность
щелочной фосфатазы, ускоряется синтез
углеводов и протеинов, возрастает приток
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в клетку ионов К+, что приводит к актива-
ции калийзависимых энзимов — каталаз,
сахараз, глюкозидаз, ускоряется распад
продуктов анаэробного гликолиза — лакта-
та, β-гидроксибутирата [67, 70]. 

Клинические исследования влияния
актовегина на течение острого ИМ показали
необходимость включения его в комплекс-
ную терапию этого заболевания в качестве
активного метаболита [67]. Антигипо кси -
ческий эффект актовегина при лечении ИМ
выражался в снижении потребления мио-
кардом кислорода в результате уменьшения
периферического сопротивления и улучше-
нии утилизации глюкозы и кислорода.
Применение актовегина в комплексной
терапии ИМ [67] способствовало снижению
частоты осложнений острого периода, ран-
ней летальности, а также более быстрой нор-
мализации сократительной способности
миокарда левого желудочка, благоприятно
влияло на метаболизм липидов. Вследствие
действия актовегина наблюдалось улучше-
ние микроциркуляции, связанное с оптими-
зацией аэробного обмена сосудистого эндо-
телия, способствующего высвобождению
вазодилататоров — простациклина и оксида
азота. Антиоксидантное действие биопрепа-
рата обусловлено его высокой супероксиддис-
мутазной активностью, наличием магния
и микроэлементов, входящих в простетиче-
скую группу супероксиддисмутазы (СОД) [67]. 

В работе [71] показано, что экстракт из
миокарда молодых животных и ионы Са2+

осуществляют позитивный контроль раз-
множения культивируемых мышечных кле-
ток сердца,  в то время как вытяжка из мио-
карда зрелых особей, напротив, подавляет
синтетическую способность КМЦ.

Ткани эмбриофетоплацентарного ком-
плекса содержат большое количество раз-
личных активаторов регенерации и диффе-
ренциации: факторы роста фибробластов
и нервов, фактор, стимулирующий рост
макрофагальных и эритроидных колоний,
а также антипролиферативные цитокины,
предотвращающие клеточную и системную
гиперстимуляцию. Фетальные клетки и их
ассоциаты практически не иммуногенны,
поскольку в 1-м и 2-м триместрах гестации
на них не экспрессированы протеины гисто-
совместимости 1-го и 2-го класса. В связи с
этим изучается возможность использования
в терапии ишемического повреждения мио-
карда продуктов эмбриофетоплацентарного
комплекса, в частности экстрактов и ткани
плаценты. Плацента является естественным
депо и продуцентом практически всего спек-

тра биологически активных веществ, обес-
печивающих рост и развитие организма
плода: гормонов, витаминов, иммуностиму-
ляторов, цитокинов, интерлейкинов, росто-
вых факторов, природных антиоксидантов
[72, 73]. Установлено, что при использова-
нии экстракта плаценты повышается репа-
ративная способность миокарда, улучшается
трофика сердечно-сосудистой системы [73,
74]. Эффективность такой терапии связы-
вают с наличием в экстракте плаценты (пре-
парат «Криоцелл-криоэкстракт плаценты»)
α-фетопротеина (229 ± 75 МЕ/мл), хориони-
ческого гонадотропина (26,8 ± 8 мМЕ/мл),
эстрадиола (755 ± 48 МЕ/л), прогестерона
(226 ± 1 нМ / мл), пролактина(705 ± 129 мМЕ/л),
тестостерона (160 ± 25 нМ/л) [47]. Клини -
ческий эффект после введения экстракта
плаценты сохраняется на протяжении трех
месяцев [73, 75]. 

Наблюдался дозозависимый эффект
влияния водно-солевого экстракта плацен-
ты на скорость поглощения кислорода
и энергетическое состояние митохондрий
миокарда [76, 77]. Замедление синтеза АТФ
при повышении дозы препарата плаценты
может быть вызвано высоким содержанием
макроэргических соединений, в частности
АТФ, что при отрицательной обратной связи
оказывает регулирующий эффект, выра-
жающийся в снижении потребления кисло-
рода митохондриями.

Показана эффективность использования
при лечении ишемических повреждений
и атеросклероза фрагментов ткани плацен-
ты (биопрепарат «Криоплацента»). В ком-
плексной терапии ишемической болезни
сердца (ИБС) применение фрагментов ткани
плаценты способствовало снижению холе-
стерола в сыворотке крови на 19,2%, что,
в свою очередь, на 38% снижало уровень рис -
ка дальнейшего развития заболевания [73].

Было показано антиатерогенное дей-
ствие аллогенной криоконсервированной
плаценты (АКП) при экспериментальном
атеросклерозе [78]. Введение АКП на фоне
регресса экспериментального атеросклероза
ускоряло процесс нормализации показате-
лей липидного обмена, приводило к восста-
новлению структурно-функциональной
цело стности эндотелия, вызывало стимуля-
цию системы мононуклеарных фагоцитов
и активацию механизма лейкоцитарного
клиренса липидов из сосудистой стенки.
Благодаря введению АКП неоангиогенез
происходил не только в миокарде, но и в
стенке аорты, что способствовало ускорен-
ному обратному развитию атеросклероза. По



BIOTECHNOLOGIA ACTA, V. 6, No 2, 2013

52

мнению автора, антиатерогенные эффекты
АКП достигаются за счет действия эстрадио-
ла и тироксина, которые стимулируют
рецепторзависимый катаболизм липопро-
теидов низкой плотности и блокируют син-
тез липопротеидов очень низкой плотности.

Путем трансплантации криоконсервиро-
ванной плацентарной ткани показана также
возможность влияния на процессы гемокоа-
гуляции при ишемии сердечной мышцы [63,
79]. Трансплантация плаценты на фоне
базисной терапии ИБС способствовала сни-
жению частоты приступов стенокардии,
уменьшению дозы приема нитроглицерина,
оказывала выраженное стимулирующее
влияние на систему гемостаза, а также эндо-
телий коронарных сосудов [75]. Были
выявлены изменения липидного обмена:
через 3 месяца лечения снижался уровень β-
липопротеидов, повышался уровень холе-
стерола и β-липопротеидов высокой плотно-
сти. Наблюдалось снижение ПОЛ, а также
активация каталазы и СОД. Возможно,
повышение активности каталазы является
адаптивно-компенсаторным процессом, свя-
занным с увеличением продукции перокси-
да водорода, который разрушает мембраны
эритроцитов и способствует гемолизу. Кро -
ме того, эстрогены, уровень которых в пла-
центарной ткани составляет 755 ± 48 МЕ/л,
способны активировать каталазу.

В клинике внутренних болезней исполь-
зуют биопрепарат эрбисол, представляю-
щий собой раствор продуктов гидролиза
клеточных мембран эмбриональной ткани
куриных зародышей [80]. Он содержит ком-
плекс непротеиновых низкомолекулярных
органических соединений негормонального
происхождения: аминокислоты, пептиды,
гликопептиды, нуклеотиды. Фармако ло ги -
чес кие свойства и активность эрбисола опре-
деляются содержащимися в нем специ -
фическими гликопептидами, направленно
активизирующими иммунную систему на
поиск и устранение патологических измене-
ний в органах и тканях. Обладая антиокси-
дантными свойствами, эрбисол оказывает
опосредованное нормализующее влияние на
углеводный и липидный обмен, благодаря
чему положительно действует на сердечно-
сосудистую систему при ишемии. Умень -
шение содержания конечных продуктов
ПОЛ способствует восстановлению эндоте-
лийзависимой регуляции кровообращения,
энзиматической активности мембран мито-
хондрий и микросом КМЦ, предупреждает
развитие периваскулярного фиброза, изме-
нений в нервных волокнах и сократитель-

ной системе миокарда. Препарат также ока-
зывает кардиотоническое действие.

В настоящее время проводятся исследо-
вания по изучению биологической активно-
сти низкомолекулярной фракции (до 5 кДа)
из кордовой крови крупного рогатого скота
[81, 82, 83]. Конечный продукт получают
ультрафильтрацией раствора, содержащего
компоненты плазмы крови и вещества,
высвободившиеся из форменных элементов
в процессе замораживания-оттаивания кро ви
(без использования какой-либо жест кой обра-
ботки с целью гидролиза макромолекул).
Благодаря применению такой методики
в состав фракции входят только естествен-
ные низкомолекулярные соединения, харак-
терные для кордовой крови. Прове ден ные
доклинические исследования биологической
активности низкомолекулярной фракции
показали ее рано- [81–83] и язвозаживляю-
щее [82, 84, 85] действие. В связи с этим пер-
спективным является изучение возможности
применения биопрепарата на ее основе для
репаративной регенерации миокарда.

Использование в терапии инфаркта
миокарда природных антиоксидантов

Естественными антиоксидантами в клет-
ках являются никотинамидадениндинук-
леотид (НАД), цитохром с, коэнзим Q10
(убихинон), инозит и др. В условиях гипо-
ксии при остром ИМ КМЦ теряют НАД —
коэнзим дегидрогеназы гликолиза и цикла
Кребса и цитохром с — энзим цепи переноса
электронов, с которым в митохондриях
через окислительное фосфорилирование
сопряжен синтез АТФ. Выход из митохонд-
рий цитохрома с ведет не только к развитию
энергодефицита, но и способствует образова-
нию свободных радикалов и прогрессирова-
нию оксидативного стресса, заканчиваю-
щихся апоптической гибелью клеток.

Биопрепаратом, в составе которого со дер -
жатся все три субстанции — НАД, цитохром с
и инозин, является энергостим, оказываю-
щий антиоксидантное и анти гипоксическое
действие на клеточный метаболизм. За счет
комбинированного состава эффективность
этого препарата при лечении ИМ в составе
традиционной терапии во много раз превос-
ходит действие других антигипоксантов
[68]. Внутривенное введение энергостима
усиливает коронарный кровоток, способ-
ствуя доставке и утилизации кислорода.

При ишемии миокарда широко исполь -
зуется коэнзим Q10 или убихинон — вита-
миноподобное вещество, участвующее как
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в электронном транспорте в митохондриях,
так и в сопряжении процессов электронного
транспорта и окислительного фосфорилиро-
вания [69]. Коэнзим Q10 эффективно защи-
щает от процессов пероксидного окисления
липиды биологических мембран и липопро-
теиды крови, предохраняет ДНК и протеины
от воздействия активных форм кислорода.
Установлена эффективность его применения
при реперфузионном синдроме для сохранения
субклеточных структур КМЦ, подвергну-
тых ишемическому стрессу, и восстановле-
ния функции окислительного фосфо ри -
лирования митохондрий [86]. 

Убихинон и цитохром с в промышленно-
сти выделяют из ткани сердца крупного рога-
того скота. В отличие от других антиоксидан-
тов, которые, выполняя свою функцию,
необратимо окисляются сами, убихинон
обладает регенеративной способностью под
действием энзиматических систем организма
и не требует дополнительного введения. 

Таким образом, в терапии ишемического
повреждения сердца активно используют
подходы, альтернативные клеточной транс-
плантации. Перспективными в этом отноше-
нии являются следующие направления.

Во-первых, использование протеинов, обла-
дающих терапевтическим потенциалом для
регенерации миокарда. Проведенные исследо-
вания показали, что только 1 протеин (Г-КСФ)
может быть применен для мобилизации гемо-
поэтических СК и всего 2 протеина с хемотакси-
ческими свойствами на СК: SDF-1 — на эндоте-
лиальные клетки-предшественники и HGF —
на СК сердца. Аттрак тан том мезенхимных СК
является моноцитхемотаксический протеин-3
[87], однако пока неизвестно, улучшает ли его
локальная доставка сердечную функцию. 

Во-вторых, перспективным направлени-
ем является разработка кардиопротектор-
ных и биостимулирующих препаратов, спо-
собных оптимизировать внутриклеточный
энергообмен КМЦ и противостоять окисли-
тельному стрессу. Применение таких био-
препаратов, как кордиалин, актовегин,
эрбисол, энергостим, способствует замедле-
нию формирования зоны некроза после
коронароокклюзии, прежде всего за счет
оптимизации процессов окислительного
фосфорилирования в митохондриях, значи-
тельно ослабляет ишемическое поврежде-
ние околоинфарктной зоны, стимулирует
репаративные процессы в ней, что приводит
к сохранению жизнеспособности КМЦ
и нормализации их ультраструктуры.

Использование тканей эмбриофетоплацен-
тарного комплекса также повышает репара-
тивную способность миокарда. Основ ное свой-
ство таких биопрепаратов как биогенных
стимуляторов состоит в том, что в их составе
есть сбалансированный комплекс биологиче-
ски активных веществ, в частности различных
активаторов регенерации и дифференциации
(факторы роста фибробластов, нервов, фактор,
стимулирующий рост макрофагальных
и эритроидных колоний), а также антипроли-
феративных цитокинов, предотвращающих
клеточную и системную гиперстимуляцию.
Кроме того, фетальные клетки и их ассоциаты
практически не иммуногенны. 

Таким образом, если будут синтезированы
факторы роста и дифференциации, способные
регулировать митотическую активность КМЦ,
станет возможным направленно иницииро-
вать процесс дифференцировки СК и воздей-
ствовать на регенерацию миокарда человека, а
следовательно, оптимизировать лечение тако-
го тяжелого заболевания, как ИМ.
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ВИКОРИСТАННЯ БІОПРЕПАРАТІВ
У ТЕРАПІЇ ІШЕМІЧНОГО
УШКОДЖЕННЯ СЕРЦЯ

О. К. Гулевський
О. С. Абакумова

І. Й. Щенявський

Інститут проблем кріобіології і кріомедицини
НАН України, Харків
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Розглянуто перспективи застосування в
експерименті і в клініці ішемічного ушкод-
ження міокарда біологічно активних речовин:
факторів росту, цитомединів, природних анти-
оксидантів, речовин, що містяться в екстрак-
тах з ювенільних і фетальних органів і тканин
тварин. Поряд з добре вивченими і широко
використовуваними в клінічній практиці біо-
препаратами тваринного походження, такими
як кордіалін, актовегін, ербісол, несиритид,
енергостим, як перспективні засоби для тера-
пії серцево-судинних захворювань розгляда-
ються екстракти із серця та низькомолекуляр-
на фракція кордової крові. Показано, що
використання тканин ембріофетоплацентар-
ного комплексу підвищує репаративну здат-
ність міокарда. Основна відмінність таких біо-
препаратів як біогенних стимуляторів полягає
в тому, що в їхньому складі є збалансований
комплекс біологічно активних речовин, зокре-
ма різних активаторів регенерації і диферен-
ціації (фактори росту фібробластів, нервів,
фактор, що стимулює ріст макрофагальних і
еритроїдних колоній), а також антипроліфера-
тивних цитокінів, що запобігають клітинній і
системній гіперстимуляції. Крім того, феталь-
ні клітини та їх асоціати практично не імуно-
генні. Таким чином, якщо буде визначено фак-
тори росту і диференціації, здатні регулювати
мітотичну активність кардіоміоцитів, стане
можливим спрямовано ініціювати процес
диференціювання стовбурових клітин і впли-
вати на регенерацію міокарда людини, а отже,
оптимізувати лікування інфаркту міокарда.

Ключові слова: інфаркт міокарда, біологічно
активні речовини, фактори росту, цито ме ди -
ни, антиоксиданти, екстракти тканини серця,
кордової крові, фетальних тканин.

BIOPREPARATIONS USING 
IN THE ISCHEMIC HEART 

INJURY THERAPY

A. K. Gulevsky
Ye. S. Abakumova
I. I. Schenyavsky 

Institute for Problems of Cryobiology and
Cryomedicine of National Academy of Sciences

of Ukraine, Kharkiv

E-mail: danalado@rambler.ru

Possibility of biologically active substances
using such as growth factors, cytomedines, natu -
ral antioxidants, substances contained in extracts
from juvenile and fetal organs and animal tissues
in the experiments and clinic of ischemic heart
injury are discussed. Along with the well-studied
and widely used in clinical practice bioprepara-
tions such as kordialin, actovegin, erbisol nesiri-
tide, energostim, as promising tools for treatment
of cardiovascular diseases, the extracts from the
heart and low molecular weight fraction of cord
blood are considered. It is shown that using of tis-
sue reparative embriofetoplatsenta complex
increases myocardial contractility. The main dif-
ference between these biopreparations and bio-
genic stimulants is that they have a balanced com-
position of biologically active substances, in
particular different activators of regeneration
and differentiation (fibroblast growth factors,
nerve-stimulating factor and macrophage ery-
throid colonies) and anti-proliferative cytokines
preventing cellular and systemic hyperstimula-
tion as well as other substances able to initiate a
directed differentiation of stem cells and to affect
regeneration of human myocardium, and hence to
optimize the treatment of myocardial infarction.
In addition, fetal cells and their associates are
almost nonimmunogens.

Thus, if the growth factors and differentia-
tion capable to regulate the mitotic activity of
cardiomyocytes are determined, it will be possi-
ble to initiate a process of stem cells directed dif-
ferentiation and affect on the human myocar -
dium regeneration, and hence to optimize the
treatment of myocardial infarction.

Key words: myocardial infarction, biologically
active substances, growth factors, cytomedines,
antioxidants, extracts from heart, cord blood,
fetal tissues. 
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Технології виробництва пива присвячена
численна література. Зазначимо лише книгу
Ф. Главачека і А. Лхотського, яка свого часу
була «біблією пивовара» [1], літературу
1990-х рр. [2–7],  2000-х рр. видавництва
«Профессия» [8–13], а також достатньо
новий україномовний підручник [14]. Не -
зва жаючи на існування великої кількості
сортів пива, зокрема бельгійського ламбику
(без штучного додавання дріжджів), елю
(з використанням верхових дріжджів), пива
міцністю 41 об.% (шотландська пивоварня
Brewdog) та безалкогольного, які потребують
застосування особливих технологій, у цьому
огляді йтиметься про сучасні тенденції роз-
витку процесів і бродильних апаратів для
одержання традиційного лагерного пива. 

Масове виробництво

Технології виробництва пива практично
не змінюються протягом століть, що зумов-
лено характером і специфікою цього харчо-
вого продукту. Як і раніше, основними ком-
понентами пива є ячмінний солод, хміль,
дріжджі та вода. Традиційно сусло готують
у мідних заторних і сусловарильних апара-
тах (рис. 1), однак сьогодні не гіршого
результату можна досягти і в апаратах,
виконаних з харчової нержавіючої сталі
(рис. 2), а фільтрувальні чани замінюють на
продуктивніші пластинчасті фільтри
(фільтр-преси, рис. 3).

УДК 663.44

СУЧАСНІ ПРОЦЕСИ І ОБЛАДНАННЯ СУЧАСНІ ПРОЦЕСИ І ОБЛАДНАННЯ 
ДЛЯ ВИРОБНИЦТВА ПИВАДЛЯ ВИРОБНИЦТВА ПИВА
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Розглянуто сучасні тенденції розвитку процесів пивоваріння та бродильних апаратів для їх
реалізації. Показано, що на сьогодні найпоширенішим способом виробництва є прискорені процеси
за методом Натана в одну технологічну стадію в одному апараті — циліндроконічному танку.
Наступним етапом розвитку мав бути перехід до безперервних методів, однак ці, достатньо відомі
способи, поки що не набули поширення. Другим напрямом розвитку пивоваріння є введення в дію
міні-пивоварень, у тому числі ресторанних комплексів. Основним стимулом розвитку цього напряму
є можливість одержання так званого «живого» пива — високоякісного нефільтрованого продукту,
однак сьогодні велику конкуренцію йому становлять масові виробництва, які засвоїли техніку
виготовлення «живого» пива на промисловому рівні.

Ю. І. СИ ДО РОВ

Рис. 1. Сучасний мідний сусловарильний
апарат (Московська пивоварня)

Рис. 2. Сучасний сусловарильний апарат 
з нержавіючої сталі
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До середини ХХ ст. бродильні апарати
виготовляли відкритими, прямокутної або
циліндричної форми (у вигляді танків).
У разі застосування прямокутних апаратів
площу цеху використовують якнайповніше.
У бічній стінці прямокутного апарата на
висоті 10–15 см від днища вмонтовували
патрубок для зливання молодого пива, а в
днище — патрубок для зливання дріжджів;
усередині встановлювали охолоджувальний
змійовик для відведення тепла, що виділя-
ється під час бродіння. Змійовики вмонтову-
вали навіть у бетонні стінки бродильних
чанів. Бетонні чани із часом давали тріщи-
ни, в яких накопичувалася стороння мікро-
флора. Тріщини заповнювали церезином,
воском та іншими подібними матеріалами.
Зрозуміло, що таке обладнання не відповіда-
ло санітарним нормам і негативно впливало
на якість пива. Тому згодом набули поши-
рення закриті горизонтальні циліндричні
танки об’ємом від 8 до 50 м3, які використо-
вують як для головного бродіння, так і для
доброджування зеленого пива в лагерних
відділеннях.

На рис. 4 показано зовнішній вигляд
сучасного відділення доброджування за тра-
диційною технологією.

Революційні зміни в технології бродіння
розпочалися за ініціативою провідних світо-
вих транснаціональних компаній, таких як
Anheuser-Busch InBev (Бельгія), Guinness
(Велика Британія), SABMiller (Велика Бри -
танія), Heineken N. V. (Нідерланди), Carls -
berg (Данія), та інших західноєвропейських
і американських фірм. Стимулом змін було
намагання прискорити технологічні проце-
си з метою одержання найвищих прибутків
за мінімуму витрат. Зокрема, компанія
Guinness почала використовувати суміш
п’яти оригінальних штамів дріжджів, яку

сьогодні застосовують в усіх різновидах
пива «Гінес». У цьому разі відбувається бур-
хливий процес бродіння за високої темпера-
тури (25 °С). У результаті процес виробництва
пива триває лише 2 доби (для порів няння
зазначимо, що дозрівання темних і щільних
сортів пива, до яких належить і «Гінес», за
традиційними технологіями може тривати
до 2 років). Однак у такому швидкісному
пиві утворюється нестійка піна, тому для
підтримання її вдаються до насичення пива
азотом. 

Іншим шляхом прискорення процесу,
яким пішли деякі компанії, є реорганізація
виробництва за напівбезперервним способом.

Напівбезперервне бродіння проводять
тільки в закритих бродильних апаратах, які
комплектують у батареї, що складаються
з розброджувача і п’яти бродильних апара-
тів. Норма додавання дріжджів — 0,6–1 л на
1 гл. Розброджувач заповнюють суслом
з температурою 6–8 °С, перемішують протя-
гом 30 хв і зброджують упродовж 24 год, а
потім половину об’єму перекачують у пер-
ший бродильний апарат. Далі обидва апара-
ти доливають свіжим суслом до повного
об’єму. З інтервалом в одну добу заповню-
ють усі бродильні апарати. Пивне сусло
зброджують за надлишкового тиску протя-
гом 5–6 діб. Доброджування пива проводять
за температури від 0 до 2 °С в закритих апара-
тах під надлишковим тиском 0,03–0,06 МПа.
Тривалість доброджування залежить від
сорту пива і коливається від 21 (для пива
«Жи гулівське») до 90 діб (для пива

Рис. 3. Пластинчастий фільтр 
для фільтрування сусла

Рис. 4. Відділення доброджування
у вертикальних ємностях
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«Портер»). Стадії розброджування з вико-
ристанням від’ємно-доливного способу фер-
ментації, бродіння і доброджування можна
розглядати як окремі одночасно діючі під-
приємства, що узгоджені в часі [15].

Наступним кроком у напрямі прискорен-
ня технологічного процесу було використан-
ня розробок швейцарського вченого Натана,
який ще в ХІХ ст. застосував новий принцип
пришвидшення бродіння за рахунок збіль-
шення концентрації дріжджів у вихідному
суслі та особливого температурного режиму
за відповідної висоти бродильної ємності.
Вона повинна мати форму витягнутого
циліндра з конічним дном, тобто циліндро-
конічного танка (ЦКТ). Після прискореного
бродіння зелене пиво примусово звільнюва-
ли від СО2 та леткої органіки і промивали
свіжою вуглекислотою. Унаслідок цих захо-
дів весь процес бродіння і доброджування в
одному апараті займав лише 10–14 діб.
Перше опробування способу на дослідній
установці об’ємом 1 м3 датується 1908 р.,
а перше впровадження — на пивоварні
«Кулмбах» (Баварія) з використанням ЦКТ
об’ємом 80 м3 у 1928 р. Метод не прижився,
оскільки якість пива не досягала німецьких
і чеських стандартів. Окрім того, висота
стовпа бродильної рідини була такою знач-
ною, що зменшувала розміри дріжджової
клітини вдвічі, і це не могло не позначитись
на процесі загалом. Ще одним притаманним
тільки ЦКТ недоліком була неможливість
повного усунення дріжджових дек із поверх -
ні. Лише через декілька десятків років удос-
коналень процесу ЦКТ стали придатними
для масового впровадження у 1960–1970-х
рр. Детально з історією виникнення ЦКТ
можна ознайомитись на сайті [16].

На рис. 5 показано схему ЦКТ.
Сусло з температурою 7–9 °С подають

в апарат і заповнюють його на 85%. У потік
сусла додають дріжджі в кількості 0,7–1 л
на 1 гл. За декілька перших діб бродіння
температура підвищується до 13–14 °С. За
цієї температури сусло бродить 6–7 діб.
Потім пиво в нижній частині апарата охо-
лоджують до 1–2 °С, унаслідок чого утворю-
ється щільний осад дріжджів, який виво-
дять з апарата. На 8-му добу пиво
нагрівають до 3–4 °С, на 9-ту — знову охо-
лоджують до 1–2 °С і витримують за цієї
температури 5–6 діб для завершення проце-
сів доброджування.

Поєднання процесів бродіння і доброд-
жування дало змогу скоротити їх тривалість
до 12–18 діб залежно від концентрації
початкового сусла. Ця технологія характе-

ризується простотою, а капітальні витрати за
встановлення апаратів зовні приміщення
істотно зменшуються. Проте для отримання
елітних сортів пива час бродіння істотно збіль-
шують. Такий тривалий цикл бродіння гаран-
тує м’який, цілісний, унікальний смак пива.

Циліндроконічні апарати мають теплоізо-
ляційне покриття, що уможливлює встанов-
лення їх просто неба, а для зручності обслуго-
вування нижню частину їх розташовують
в одноповерховому приміщенні (рис. 6).

Сьогодні спосіб одержання пива в ЦКТ
є найбільш поширеним і прогресивним,
а провідним виробником апаратів є німець-
ка фірма Ziemann [17], яка виготовляє їх
з високоякісної харчової нержавіючої сталі.
Навіть труднощі, які виникають під час
транспортування цих апаратів з Німеччини
у країни СНД, не перешкоджають упровад-
женню їх у вітчизняне виробництво пива.
Проте слід зауважити, що російська промис-
ловість також опанувала технологію виго-
товлення ЦКТ достатньо високої якості (ВАТ
«Комсомолец» им. Н. С. Артемова», Тамбов).

Рис. 5. Схема ЦКТ (пояснення в тексті)
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На рис. 7 подано зовнішній вигляд ЦКТ
компанії Ziemann (Московський пивовар-
ний завод, 2011 р.) [18]. 

Революційними змінами в сучасному
виробництві пива можна вважати загальне
підняття культури виробництва і тотальний
контроль на всіх стадіях процесу, в тому
числі за поточним станом дріжджових куль-
тур (рис. 8).

Наступним етапом масового виробниц-
тва пива має стати перехід до безперервної
організації процесу. Сьогодні розроблено
різні схеми безперервного бродіння сусла
і доброджування молодого пива. На рис. 9
наведено одну з них [19].

Основною частиною цієї установки є кас-
кадно-ярусний апарат (7), який є прямокут-
ною місткістю з корозійно-стійкої сталі.
Усередині місткості є горизонтальні полиці
з відігнутими вниз козирками, призначени-
ми для затримання діоксиду вуглецю. Газ,
що накопичується під полицями, періодич-

но проривається вгору і здійснює інтенсивне
перемішування рідини, що зброджується,
перешкоджаючи зсіданню дріжджів.

Каскадно-ярусна установка працює так.
Гаряче сусло з відстійного чана (4) стікає

до сепаратора (3) для відділення осаду, а по -
тім стерилізується нагріванням в апараті
(2). Стерильне сусло після збірника (5) поді-
ляється на два потоки. Основна частина
його, що пройшла через холодильник (1),
надходить у нижню камеру каскадно-ярус-
ного апарата, а друга частина подається
в дріжджегенератор (6). Зрілі посівні дріж-
джі з дріжджегенератора приєднуються до
основного потоку холодного сусла перед вхо-
дом його в каскадно-ярусний апарат. Уна -
слі док невеликого перепаду тиску, коли
сусло в збірнику (5) перебуває під надлишко-
вим тиском стисненого повітря 0,05–0,07 МПа,
у каскадно-ярусному апараті під тиском
діоксиду вуглецю 0,015–0,025 МПа рідина,
що зброджується, поступово піднімається
з полиці на полицю каскадно-ярусного апа-
рата. Молоде пиво стікає з верхньої полиці
апарата в холодильник (8), а потім — у збір-
ник (9) і сепаратор (10) для відділення дріж-
джів. Після двох стадій карбонізації (наси-
чення діоксидом вуглецю) в карбонізаторах
(11 і 12) пиво надходить у сепаратори для
освітлювання, а далі — у розливні автомати.
Весь процес головного бродіння триває
48–50 год за температури 20–24 °С.

Для забезпечення нормальної роботи без-
перервнодіючих установок і високої якості
пива важливе значення має мікробіологічна
чистота як установки, так і раси дріжджів,
сусла, повітря, приміщення, де відбувається
бродіння. Тому регулярно за графіком про-
водять ретельну дезінфекцію окремих апа-
ратів і всієї установки, за необхідності замі-
нюючи посівні дріжджі чистою культурою.

Ще за часів СРСР був відомий спосіб без-
перервного бродіння і доброджування, який
передбачає з’єднання бродильних і лагер-
них танків у батареї, а останніх — у лінію
безперервного потоку продукту за темпера-
турних режимів класичної технології [20].

Рис. 7. ЦКТ у закритому павільйоні

Рис. 8. Сучасна система контролю на пивоварні
Warsteiner Brewery (Варштайн, Німеччина)

Рис. 9. Каскадно-ярусна установка 
для безперервного бродіння
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Сумарна ємність батареї дорівнювала добутку
потоку сусла на необхідний час бродіння
і доброджування. З упровадженням методу
використовували апаратуру, що існувала на
той час, тобто стандартні бродильні місткос-
ті та місткості доброджування елементарно
послідовно з’єднували в один ланцюг.
Унаслідок грубих порушень як у технології,
так і в загальній культурі виробництва,
якість пива (Жигулівського) за стабільністю
не витримувала встановленого терміну
(7 діб), тому в СРСР безперервний спосіб не
набув поширення. Однак за подібною схе-
мою з 1966 р. працював і працює зараз перший
комплексний завод La Cerveceria del Norte
(Валенсія, Іспанія) потужністю 30 000 гл/місяць,
і пиво, яке він постачає, споживач сприймає
як високоякісне [21].

Відомі інші схеми безперервного вироб-
ництва пива, зокрема такі, що передбачають
використання іммобілізованих дріжджів
[22, 23]. Однак усі ці схеми поки що існують
у численних наукових статтях і патентній
літературі. Проте значна увага до методу
рано чи пізно приведе до його реалізації.
Зокрема так вважає С. Болтон з компанії
Coors Brewers (Велика Британія) [24].

Сьогодні  фахівці бельгійської компанії
Martens Brewery Group of Bocholt майбутнє
розвитку пивоварної технології вбачають у
застосуванні безперервних ліній з підготовки
сусла (continuous brewhouse) на базі облад -
нання і технології, пропонованих фірмою
Meurabrew [25, 26], яка вже в 2007 р. апро-
бувала процес на промисловому рівні.
Повністю автоматизовану пивоварню, яка
матиме одну поточну лінію затору і варіння
сусла та дві лінії фільтрування (дві — через
використання фільтрів періодичної дії), про-
ектує фірма Norit Process Technology.
Застосування мікрофільтраційних мембран-
них технологій дасть змогу повертати очи-
щені стічні води в технологічний процес.
«Пивоварня майбутнього» будуватиметься
в китайському місті Фучжу.

Фахівці усвідомлюють, що якість пива,
одержаного безперервним способом, відріз-
нятиметься від класичного періодичного,
тому вже сьогодні проводять дослідження
щодо способів збереження цієї якості, зокре-
ма аромату [27].

Фахівці компанії SABMiller вважають,
що в наступні 30 років з’являться пивовар-
ні, що розташовані на кораблях. Тим самим
будуть вирішені проблеми з вартістю води
і мобільністю доставлення пива в райони,
що бідні на воду [28]. 

Міні-пивоварні

Другим важливим напрямом розвитку
пивної промисловості, незважаючи на те,
що «велика п’ятірка» лідерів у цій галузі
(«Балтика», SunInbev, Heineken, SABMiller
і Efes) захопила 87% ринку, є поширення
міні-пивоварень, які продукують так зване
дороге (20–40 грн/0,5 л), елітне «живе
пиво» — нефільтроване або фільтроване,
однак непастеризоване пиво з малим термі-
ном зберігання (не більше 3 діб). 

Сьогодні споживач звик до фільтровано-
го прозорого пива, однак процес фільтруван-
ня почали застосовувати лише на початку
ХХ ст., що викликало обурення німецьких
і чеських пивоварів, які вважали, що філь-
трування приховує недоліки невдалих пар-
тій пива.

У 1980-90-х рр. у Німеччині було введено
в дію 100 міні-пивоварень. На сьогодні їх
вже 200. І в інших європейських країнах
кількість міні-пивоварень також збільшу-
ється. Так, у Великій Британії вона досягла
180 і зростає далі. Швидкий розвиток міні-
пивоварень відзначено в Японії. З 1994 р.
дотепер стало до ладу близько 250 таких під-
приємств. Кількість ресторанних пивова-
рень у США досягла 700. Промисловість
пропонує ресторанні пивоварні потужністю
від 200 до 50 000 л/добу. Серед відомих і
активних компаній, які просувають свою
продукцію на ринок, можна назвати Kaspar
Schulz (Німеччина), Destila (Чехія), Techi -
mpex s.r.o. (Словакія) [29], Potravi nars ke
Stroyar ne Svidnik (Словакія), Flecks
Brauhaus Technik GmbH (Австрія) [30],
Anton Steinecker Maschinenfabrik GmbH
(Німеччина) [31], Zhongde Equipment Co.,
Ltd, Shandong, Jinan Zhuoda Machine
Equipment Co., Ltd, Ningbo HGM Food Co.,
Ltd, BeerFactory (всі — Китай), Agrostahl
Ltd, Zip Technologies (обидві — Угорщина),
Doktor Burgwiz-Gordeev, Ltd (Німеччина),
казахстансько-німецьке СП «Беккер и К»
(Казахстан), «Миасский машино строи тель -
ный завод», АНО НТЦ «Солод, напитки,
концентраты и добавки» (Росія) тощо. 

В Україні діють посередницькі компанії,
які надають послуги з продажу, монтажу
і обслуговування міні-пивоварень відомих
фірм. До них, зокрема, належать ВАТ
«Бремгас» (Київ), СП «Пивоварні з Китаю»
(Київ), Кафанов А. Н., СПД (Запоріжжя),
ПП «Екосервіс» (Київ) тощо. Перший міні-
пивзавод Zip Technologies був поставлений
до України в 1996 р. Кількість підприємств
особливо збільшувалась напередодні підне-
сення пивного ринку в 2001 і 2006 рр.
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В основному це були виробництва промис-
лового призначення, у тому числі й середні
підприємства досить великої потужності.
Однак у тому ж 2006 р. тенденція змінилася.
Починаючи з цього періоду й до сьогодні,
практично всі постачання припадали на рес-
торанні пивоварні (у тому числі 8 нових об’єк-
тів у 2008 р. і 6 пивоварень у 2009 р.) [32].

Утім, міні-пивзаводи становлять невели-
ку частку світового ринку, зокрема, лише
0,8% російського виробництва пива, а міні-
пивзаводи, інтегровані з рестораном, —
0,2% [33]. 

Розрізняють два типи комплексів «міні-
пивоварня — ресторан»: з чіткою і розмитою
концепцією. У ресторанах з чіткою концепці-
єю (стара Європа) у меню присутні 2−3 брен-
дових сорти пива, клієнтура є постійною,
атмосфера — домашня; з розмитою (Велика
Британія і США) — 5 сортів і більше, які роз-
раховані на космополітичних клієнтів. 

На рис. 10−12 показано приклади ін тер’є -
рів комплексу «міні-пивоварня — ресторан»
(ресторан «Балтика Бру» в Санкт-Петербурзі;
міні-пивзавод IRISTON–1500 з варницею
SATENIK на 1 500 л сусла за добу і відділен-
ням бродіння/доброджування WASAMON-
GA) [34] та англійського пабу.

Для порівняння наводимо найпошире-
ний в СРСР спосіб вживання пива на вули-
цях, у парках тощо (рис. 13).

Пивна промисловість пропонує облад-
нання для виготовлення пива і в домашніх
умовах. Існує низка компаній, що займа-
ються комерційним засвоєнням цього секто-
ру ринку, наприклад, вони випускають від-
повідне обладнання, готовий хмельовий
солодовий екстракт тощо. Слід зазначити,
що у виробництві пива в домашніх умовах
використовують технологію верхнього бро-
діння, тому правильніше називати домашнє
пиво елем.

Для приготування домашнього пива,
передусім, потрібна місткість від 25 до 40 л
та інше додаткове обладнання (гідрозатвір,
термометр, сифонна трубка тощо). Основні
етапи домашнього виробництва пива: стери-
лізація обладнання — приготування пивно-
го сусла — бродіння (6−20 діб) — доброджу-
вання (7−20 діб) — природна карбонізація
(місткість шпунтують) — дозрівання (від
30 діб для елей і 1−2 роки для дуже густих
темних сортів, барлівайнів).

Рис. 10. Пивний зал з обладнанням

Рис. 11. Пивний зал з відділенням доброджування

Рис. 12. Англійський паб

Рис. 13. Вулична торгівля пивом 
в СРСР у 1975 р. 

(http://iconotheque-russse.ehess.fr/)
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На рис. 14 показано зразки домашніх
пивоварень.

Загалом, термін «міні-пивоварня» має
ширше визначення, оскільки до міні-пиво-
варень відносять не тільки ресторанні ком-
плекси, але й більш потужні заводи, які
обслуговують цілі райони. Прийнята така
класифікація: мікропивоварня виготовляє
від 25 до 5 000 л за добу, міні-пивоварня —
від 5 000 літрів і вище, виробничий міні-пив-
завод — від 30 000 л за добу. На міні-пивза-
водах випускають пиво за повною технологі-
єю, як прийнято на великих підприєм ствах,
тобто готують сусло, яке зброджують, пиво
фільтрують, пастеризують, розливають
у пляшки або в кеги тощо. Конкурентним
стимулом розвитку таких підприємств
є висока якість пива або низька ціна за
рахунок зниження якості.

В Україні пиво виробляють багато ком-
паній, серед яких провідне місце посідає так
звана «Велика четвірка»: корпорація
«Оболонь», «Славутич, Carlsberg Group»,
«САН ІнБев Україна» (Anheuser-Busсh
InBev) і SAB Mil ler Company (всі — трансна-
ціональні), однак є й малі пивоварні, зокре-
ма ТзОВ «Перша приватна броварня»
(Львів), ВАТ «Бровар» (Микулинці) тощо,
однак три з них у 2008 р. припинили своє
існування [35]. Сьогодні запропонувати новий
сорт пива з атрибутом «живе» і зробити
акцент на його ремісничому походженні —
умова необхідна, але вже недостатня. Ці
методи використовують і великі міжнародні
компанії, які розливають регіональні сорти
непастеризованого пива. Економічні питання
міні-пивоварень, їхню тактику і стратегію

щодо виживання в сучасних умовах
розглянуто в статтях [32, 36].

Технології, які застосовують у міні-пиво-
варнях, є принципово традиційними. Як і в
давнину, бродіння здійснюють у відкритих
місткостях (бочках), однак зараз вони ма -
ють дещо інакший вигляд (рис. 15). 

Сьогодні відкриті бродильні чани віді -
йшли у минуле, оскільки не забезпечують
елементарних санітарних норм експлуатації.

На малих підприємствах головне бродін-
ня проводять переважно в горизонтальних
або вертикальних закритих бродильних
чанах, які споряджені оглядовими вікнами,
через які зручно спостерігати за перебігом
процесу бродіння (рис. 16).

Зручнішими є бродильні чани з конічни-
ми днищами, в які легше збирати дріжджі
після бродіння, зручніше спостерігати за
процесом бродіння (компанія Anton Steine -
cker Maschinenfabrik GmbH) (рис. 17, 18).

Як і раніше, в міні-пивоварнях викорис-
товують зменшені копії традиційних затор-
них і сусловарильних апаратів (рис. 19−21).

Сучасні міні-пивоварні обов’язково спо-
ряджують системами «миття на місці»
(CIP). На рис. 22 як приклад показано таку
систему (ТзОВ «IMS — Innovative Modular
Systems», С.-Петербург) [34]. Ця компанія

Рис. 14. Домашні пивоварні: 
а — обладнання компанії The Hobby Beverage

Equip ment Company (Лос Анджелес, США); 
б — обладнання компанії Braumeister (Німеч -

чина)

а

б

Рис. 15. Відкриті бродильні апарати приватної
міні-пивоварні

Рис. 16. Закриті чани головного бродіння 
на міні-пивоварні
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Рис. 17. Сучасний відкритий чан з конічним днищем фірми Steinecker

Рис. 18. Монтаж бродильних чанів з конічним днищем фірми Steinecker

Рис. 19. Заторне відділення міні-пивоварні
великої потужності 

Рис. 20. Сусловарильний апарат міні-пивзаводу

Рис. 21. Міні-пивзавод компанії Flecks Brauhaus Technik GmbH
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є розробником нової системи пропагації
чистої культури дріжджів (ЧКД), яка є про-
дуктивнішою, дешевшою, з концентрацією
клітин на 30% більше, ніж в інших систе-
мах, при цьому усунено ризик контамінації,
і за всіма показниками якості ця продукція
перевершує конкурентні аналоги. Суть інно-
вації полягає в тому, що установка склада-
ється з двох місткостей: у першій відбуваєть-
ся власне процес пропагації, а друга
є буферною з теплоізоляцією, в яку прийма-
ється гаряче сусло з варниці. З буферної міс-
ткості гаряче сусло безперервним потоком
доливається в пропагатор, який має відповід-
ну систему охолодження. Детально із систе-
мою можна ознайомитись у роботах [37, 38].

Отже, наведені в огляді дані свідчать про
значний прогрес, досягнутий в останній час
в біотехнологічній галузі виробництва пива.
Цей прогрес стосується певним чином і Ук -
раїни. Але в цьому напрямі слід вирішити
ще багато питань, в тому числі й збільшення
обсягів відповідних капіталовкладень. 

Рис. 22. СІР-установки на міні-пивоварні

Автоматизована СІР-станція

Ручна СІР-установка для миття ємностей
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Рассмотрены современные тенденции раз-
вития процессов пивоварения и бродильных
аппаратов для их реализации. Показано, что
сегодня самым распространенным способом
производства являются ускоренные процессы
по методу Натана в одну технологическую ста-
дию в одном аппарате — цилиндроконическом
танке. Следующим этапом развития должен
быть переход к непрерывным методам, однако
эти, достаточно известные способы, пока еще
не нашли реализации. Вторым направлением
развития пивоварения является внедрение
мини-пивоварен, в том числе ресторанных
комплексов. Основным стимулом развития
этого направления является возможность
получения так называемого «живого» пива —
высококачественного нефильтрованного про-
дукта, однако сегодня серьезную конкурен-
цию ему составляют массовые производства,
которые освоили технику производства
«живого» пива на промышленном уровне.

Ключевые слова: производство пива, цилинд -
ро конический танк, мини-пивоварня.  
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Modern progress trends of processes of bre -
wing and fermenters for their realization are
considered. It is rotined that the today most
widespread method of production are speed-up
processes on the method of Nathan in one tech-
nological stage in one vehicle –cylinder-conical
tank — CCT. The next stage of development
must be passing to the continuous methods, how-
ever these, known enough methods, so far did
not find realization. The second directions of
development of brewing is distribution of mini-
brewerys, including restaurant complexes. The
basic stimulus of development of this direction is
possibility of receipt of the so-called «living»
beer — the high-quality unfiltered product, how-
ever today large competition make mass produc-
tions which mastered the technique of produc-
tion of «living» beer at industrial level.
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Активный метаболизм, способность
к синтезу разнообразных низкомолекуляр-
ных соединений и биополимеров позволяют
рассматривать обширный род Pseudomonas
как один из потенциально наиболее пер-
спективных для использования в биотехно-
логии, медицине, экологии, сельском хозяй-
стве. Биопрепараты на основе штаммов
P. putida, P. fluorescens и Р. chlororaphis
широко представлены на современном
рынке продуктов биотехнологии и с успехом
применяются в качестве средства биологи-
ческой защиты растений. К числу послед-
них принадлежит и биопрепарат гаупсин,
созданный на основе двух штаммов Р. chloro-
raphis subsp. aureofaciens, который защищен
патентом Украины [1] и обладает антифун-
гальной, антибактериальной и энтомопато-
генной активностью. 

В последние годы нашими исследования-
ми был расширен спектр биологической
активности гаупсина и показано наличие
у него антифитовирусных свойств, связан-
ных с синтезом бактериями термостабиль-

ных экзополимеров [2]. Представляло инте-
рес выяснить, не вносят ли свой вклад в био-
логическую активность Р. chlororaphis subsp.
aureofaciens липополисахариды (ЛПС) этих
микроорганизмов, поскольку исследования-
ми последних лет установлено, что они
играют важную роль во взаимоотношениях
растений с бактериями рода Pseudomonas —
возбудителями заболеваний, с одной сторо-
ны, и с ростстимулирующими штаммами
псевдомонад — с другой [3]. 

Целью работы была оценка противови-
русных свойств липополисахаридов штам-
мов Р. chlororaphis subsp. aureofaciens УКМ
В-111 и УКМ В-306 — компонентов биопре-
парата гаупсин на модели вируса табачной
мозаики (ВТМ).

Материалы и методы

Объектом исследования были ЛПС,
полученные из клеток Р. chlororaphis subsp.
aureofaciens УКМ В-111 и УКМ В-306. 
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Из штаммов Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens УКМ В-111 и УКМ В-306 —
компонентов инсектофунгицидного биопрепарата гаупсин — получены липополисахариды и их
фракции, исследована их активность в отношении вируса табачной мозаики. Липополисахариды из
клеток штаммов В-111 и В-306 оказались высокоактивными противовирусными агентами
и угнетали инфекционность ВТМ на модели трех видов растений-индикаторов в концентрации от
0,001 до 10 мг/мл. Первая фракция липополисахаридов (О-специфические боковые цепи) обоих
штаммов не ингибировала вирус табачной мозаики, а часто и стимулировала его репродукцию. В то
же время олигосахариды кора (вторая и третья фракции липополисахаридов) в различной степени
тормозили развитие вирусной инфекции. По данным электронной микроскопии, при не по сред ст -
венном контакте липополисахаридов с вирусом in vitro вирионы «склеивались», образуя «связки»,
в то время как в контроле наблюдали отдельные свободные вирусные частицы, что свидетельствует
о прямом взаимодействии между липополисахаридами штаммов P. chlororaphis subsp. aureofaciens
и вирусом табачной мозаики.

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ СТАТТІ
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Микроорганизмы выращивали в усло-
виях аэрации на качалках (220 об/мин) на
среде Кинг А следующего состава (г/л): пеп-
тон — 20, К2SO4 — 20, глицерол — 20, MgCl2 —
7, дистиллированная вода (до 1 л) [4].
Культивирование проводили в течение 72 ч
при температуре 27 °С. 

ЛПС получали экстракцией из высушен-
ных ацетоном и эфиром клеток 45%-м вод-
ным раствором фенола при 65−68 °С. Водные
фракции диализовали против водопровод-
ной, а затем дистиллированной воды для
удаления фенола с последующим удалением
нуклеиновых кислот осаждением трихлор -
уксусной кислотой, а также ультрацентри-
фугированием (104 000 g, 4 ч). Очищенные
от нуклеиновых кислот ЛПС лиофилизовали.

Для выделения отдельных структурных
компонентов молекулы ЛПС расщепляли
3%-й уксусной кислотой (100 °С, 6 ч), оса-
док липида А получали ультрацентрифуги-
рованием (25 000 g, 40 мин), а супернатант
концентрировали до объема 10 мл и фрак -
цио нировали на колонке (70×3 см) с сефа -
дек сом G-50 в 0,025 М пиридинацетатном
буфере, рН 4,5. В результате были получены
фракции О-специфического полисахарида
(ОПС) и олигосахарида кора (ОГ-кора) [5].

Антивирусную активность оценивали по
влиянию препаратов на вирус табачной
мозаики (ВТМ) (штамм U1). Суспензию ВТМ
(4 мг/мл), очищенного методом дифферен-
циального центрифугирования, сохраняли
при 4 °С в ампулах в 0,01 М фосфатном буфе-
ре (рН 7,4) и использовали по мере необхо-
димости. В опытах на растениях-индикаторах
по определению антивирусной активности
ЛПС использовали ВТМ в конечной кон-
центрации 5 мкг/мл; в электронно-микро-
скопических исследованиях для изучения
взаимодействия вируса и ЛПС применяли
ВТМ в концентрации 2 мг/мл.

Способность ЛПС тормозить развитие
вирусной инфекции изучали методом поло-
винок на сверхчувствительных к ВТМ расте-
ниях дурмана (Datura stramonium L.) и таба-
ка (Nicotiana tabacum L., сорт Иммунный
580 и Nicotiana sanderae H.). При этом
исследуемые ЛПС в конечных концентра-
циях 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001 мг/мл добавляли
к ВТМ (5 мкг/мл) за 30 мин до инокуляции
растений (в контроле к ВТМ добавляли дис-
тиллированную воду). Все препараты, кроме
липида А, растворяли в дистиллированной
воде. Липид А растворяли в 1%-м диметил-
сульфоксиде (ДМСО).

Степень угнетения вирусной инфекции
(І) рассчитывали по формуле: 

І = (1 – О/К)·100, %,
где О — среднее количество некрозов в опы -
те, К — среднее количество некрозов в конт-
роле. Полученные результаты обрабатывали
статистически с применением метода пар-
ных сравнений. Статистические результаты
представляли в виде доверительных интер-
валов либо Хср. ± Sxср. 

В электронно-микроскопических иссле-
дованиях 0,4 мл смеси ВТМ и ЛПС, содержа-
щей 2 мг/мл ВТМ и 5 мг/мл ЛПС, инкубиро-
вали при комнатной температуре в течение
30 мин (контролем служил ВТМ в той же
концентрации, разведенный водой), затем
готовили препараты для исследований
в электронном микроскопе. Использовали
медные сеточки (Sigma, США) с пленкой-
подложкой из формвара (Serva, Германия),
которые помещали на каплю исследуемого
материала, выдерживали 1,5 мин и проводи-
ли негативное контрастирование 2%-м вод-
ным раствором фосфорно-вольфрамовой
кислоты (ФВК). Анализ сеточек осуществ-
ляли с помощью трансмиссионного электрон -
ного микроскопа JEM 1400 (Jeol, Япония)
при ускоряющем напряжении 80 кВ и ин -
стру ментальном увеличении 10 000−30 000.

Результаты и обсуждение

Для выделения отдельных структурных
компонентов макромолекулы ЛПС (О-спе-
цифический полисахарид — ОПС, олигоса-
харид кора) использовали мягкий кислот-
ный гидролиз, при котором разрушается
кетозидная связь между остатком дезок-
сиоктоновой кислоты (КДО), компонентом
олигосахарида кора и гидроксильной груп-
пой при С6-остатке глюкозамина II,
входящего в состав липида А. Выпавший
при этом осадок липида А отделяли ультра-
центрифугированием. Водорастворимые про-
дукты гидролиза ЛПС разделяли гель-хро-
матографией на сефадексе G-50. Было
показано, что нативные ЛПС представляют
собой смесь S- и R-типов молекул, о чем сви-
детельствует присутствие высокомолеку-
лярной фракции ОПС (фракция I) и низко-
молекулярных фракций олигосахарида
кора (фракции II и III) (рис. 1). 

Для сравнения кроме ЛПС Р. chlororaphis
subsp. aureofaciens УКМ В-111 и УКМ В-306
были также использованы ЛПС, выделен-
ные из других видов бактерий — Rahnella
aquatilis и Ralstonia solanacearum.

ЛПС Р. chlororaphis subsp. aureofaciens В-
111 и В-306 оказались высокоактивными
противовирусными агентами и неизменно
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демонстрировали эффект в отношении ВТМ
на растениях семейства Solanaceae. При
концентрации ЛПС 1−10 мг/мл угнетение
инфекционности вируса составляло 98−100%,
при 0,1 мг/мл — 57−69%, при 0,01 мг/мл —
43−44%. В концентрации 1 мкг/мл сниже-
ние инфекционности вируса составляло
в различных экспериментах и на различных
растениях-индикаторах от 10,2 до 46,0%.
Активность обоих ЛПС была приблизитель-
но одинаковой. В табл. 1 приведены резуль-
таты одного из экспериментов на растениях
дурмана (Datura stramonium L.) и табака
(Nicotiana sanderae H., Nicotiana tabacum L.).

Установлено, что ЛПС, полученные из
микроорганизмов, принадлежащих к дру-
гим родам и видам (Rahnella aquatilis и
Ralstonia solanacearum), не были активны в
отношении ВТМ, а иногда даже стимулиро-
вали образование некрозов (табл. 2).

Известно, что ЛПС фитопатогенных ви -
дов псевдомонад принадлежат к особой
груп пе молекулярных структур, так назы-
ваемых РАМР (Pathogen-Associated Mole -
cular Patterns), подавляющих защитный
ответ растения на бактериальную инфекцию
[6]. В то же время имеются сообщения о том,
что ЛПС ростстимулирующих штаммов бак-
терий рода Pseudomonas (т. е. штаммов,
используемых для биоконтроля) действуют
противоположным образом: инициируют
синтез растениями антимикробных агентов,
этилена, гиперчувствительную реакцию,
т. е. системную экспрессию защитных меха-
низмов растения [3, 6]. В этой связи пред-
ставляют интерес данные о защищенном
патентом Японии штамме бактерий рода
Pseudomonas, ЛПС которого является
индуктором устойчивости однодольных рас-
тений Monocotyledonae к заболеваниям, дей-
ствуя на общие механизмы устойчивости
растений к патогенам [7].

В доступной нам литературе мы не встре-
тили данных о противовирусном действии
ЛПС бактерий рода Pseudomonas, однако
исходя из приведенных выше данных
можно предположить, что обнаруженная
нами активность штаммов Р. chlororaphis
subsp. aureofaciens может быть связана
с неспецифической стимуляцией защитных
сил растений, инфицированных ВТМ.
Выясняя, какой структурный компонент
молекулы ЛПС (липид А, олигосахарид кора
или О-специфический полисахарид) 

Рис. 1. Профиль элюции на сефадексе G-50
деградированных ЛПС Р. chlororaphis subsp.

aureofaciens УКМ В-111 и УКМ В-306: 
I — фракции О-специфического полисахарида;

II и III — фракции олигосахарида кора

Номера фракций

ІІ

І

А 490

ІІІ

Таблица 1. Угнетение ВТМ-инфекции препаратами липополисахаридов из штаммов 
Р. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111 и В-306 на растениях Datura stramonium L., 

Nicotiana tabacum и Nicotiana sanderae H.

Штамм ЛПС,
мг/мл

Datura stramonium L. N. tabacum Nicotiana sanderae H.

Количество некрозов 
I, %

Количество некрозов 
I, %

Количество некрозов 
I, %

опыт контроль опыт контроль опыт контроль

В-111

10 0,0 9,6 100b – – – 0 68,8 100b

1 0,5 3,0 83b 0,6 11,8 95b 1,8 54,6 97b

0,1 2,3 11,2 79b – – – 13,2 33,6 61b

0,01 7,0 8,8 21a 12,4 31,6 61a 12,0 21,0 43a

0,001 9,4 11,1 15a 5,0 9,2 46a 19,0 22,0 14a

В-306

10 0,0 4,6 100b 0,0 12,3 100b 0,2 41,4 100b

1 1,4 15,8 91b 4,6 21,3 78b 0,85 13,57 94b

0,1 1,8 7,8 77b 7,2 16,6 57b 6,0 10,4 43b

0,01 3,4 7,2 53a 29,4 35,4 17a 3,5 6,0 42a

0,001 5,4 7,6 29a 28,8 28,2 10,2a 11,0 9,6 11,4a

I, % — снижение инфекционности ВТМ; a — 0,1% < Р ≤ 1%, b — Р ≤ 0,1%;
– результат отсутствует.
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проявляет максимальную противовирусную
активность, установили, что О-специфиче-
ские полисахариды обоих штаммов не инги-
бировали ВТМ, а иногда и стимулировали
его развитие на 10−26% на всех испытанных
моделях растений-индикаторов. В то же
время фракции олигосахаридов кора (фрак-
ции II и III, рис. 2 и 3) в различной степени
тормозили развитие вирусной инфекции.
Исследовать противовирусную активность
липида А нам не удалось. Эта фракция ока-
залась токсичной для растений-индикато-
ров и вызывала увядание листьев табака
и дурмана. Вместе с тем, согласно данным
литературы [3], защитный эффект ЛПС
обусловлен частью молекулы, содержащей
как липид А, так и связанный с ним олиго-
сахарид кора. Возможно, это объясняет
и более низкую по сравнению с нативной
молекулой ЛПС активность отдельных
фракций олигосахарида кора. В то же время
наши данные о влиянии фракций олигосаха-
ридов кора на ВТМ в целом укладываются
в представления о том, что во взаимоотно-
шениях ЛПС с растениями именно олигоса-
харид кора является активным компонен-
том, а его роль сводится к угнетению или
активации защитных реакций растений.

Можно предположить, что и в наших
исследованиях олигосахарид кора стимули-
ровал защитные механизмы растений-инди-
каторов и препятствовал развитию вирусной
инфекции.

С другой стороны, нас интересовало,
влияют ли исследуемые ЛПС на ВТМ при их
непосредственном контакте in vitro в отсут-
ствие растения. Электронно-микроскопиче-
ские исследования показали, что под влия-
нием ЛПС Р. chlororaphis subsp. aureofaciens
В-111 и В-306 свободно расположенные
вирионы «склеиваются», образуя плотные
скопления, комплексы, «связки» вируса
(рис. 4, Б, В), в то время как в контроле
наблюдаются отдельные свободные вирус-
ные частицы (рис. 4, А). Эти данные свиде-
тельствуют о прямом взаимодействии липо-
полисахаридов псевдомонад с ВТМ.

Проведенные нами электронно-микро-
скопические исследования показали высо-
кую интенсивность образования комплексов
ВТМ под влиянием ЛПС Р. chlororaphis
subsp. aureofaciens. 

Аналогичные эффекты наблюдала
Е. Н. По лищук при изучении взаимодей-
ствия глюкана Ganoderma adspersum с ВТМ
[8]. Полученные результаты позволили сде-
лать вывод, что глюкан образовывал ком-
плексы с вирионами. Это взаимодействие
существенно не влияло на структуру вирио-
на, поскольку образуемый комплекс диссо-
циировал при разведении смеси, и инфек-
ционная активность ВТМ при этом
сохранялась. Автор рассматривает образова-
ние комплекса полисахарида с вирусом как
один из возможных механизмов антивирусно-
го действия и высказывает предположение,

Таблица 2. Влияние ЛПС Rahnella aquatilis и Ralstonia solanacearum 
в концентрации 10 мг/мл на ВТМ-инфекцию

Микроорганизм 
Снижение инфекционности ВТМ (I, %) на растениях 

Datura stramonium L. Nicotiana sanderae H. 

Rahnella aquatilis 3a 30a

Ralstonia solanacearum Стимуляция 74%a Стимуляция 11%a

Рис. 2. Противовирусная активность О-
специфического полисахарида (фракция I) 

и олигосахаридов кора (фракции II и III) ЛПС
Р. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111

в концентрации 1 мг/мл на растениях
Nicotiana tabacum (1), Nicotiana sanderae (2) 

и Datura stramonium (3)

Рис. 3. Противовирусная активность О-
специфического полисахарида (фракция I) 

и олигосахаридов кора (фракции II и III) ЛПС
Р. chlororaphis subsp. aureofaciens В-306 

в концентрации 1 мг/мл на растениях
Nicotiana tabacum (1) и Nicotiana sanderae (2)
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что в процессе образования комплексов
имело место ионное взаимодействие in vitro
между карбоксильными группами остатков
глюкуроновой кислоты полисахарида
и NH2-группами капсидного протеина обо-
лочки ВТМ. Возможно, нечто подобное про-
исходит и при действии на вирус ЛПС иссле-
дованных нами псевдомонад, хотя
меха низмы наблюдаемого эффекта требуют
специальных исследований. 

Таким образом, установлена высокая
активность ЛПС Р. chlororaphis subsp. aureo-
faciens в отношении ВТМ в традиционных
опытах на растениях-индикаторах; показана
связь этой активности с полисахаридами
кора. Электронно-микроскопическими ис -
сле дованиями продемонстрировано взаимо-
действие между ЛПС и ВТМ при непосред-
ственном контакте in vitro. Полученные
данные позволяют предположить, что суще-
ствуют по крайней мере два пути воздей-
ствия липополисахаридов Р. chlororaphis
subsp. aureofaciens на инфекцию, вызван-
ную ВТМ: прямое влияние исследованных
ЛПС на вирус при контакте и влияние их на
процессы клеточного метаболизма в целом,
состоящее в активации защитных механиз-
мов растения.

Рис. 4. Электронная микроскопия вируса
табачной мозаики, контрастированного

фосфорно-вольфрамовой кислотой: 
А — вирус разведен водой в конечной кон цен тра -

ции 2 мг/мл (контроль); 
Б — смесь ВТМ (2 мг/мл) и ЛПС Р. chlororaphis
subsp. aureofaciens В-306 (5 мг/мл) после их
совместного инкубирования в течение 30 мин;
В — смесь ВТМ (2 мг/мл) и ЛПС Р. chlororaphis
subsp. aureofaciens В-111 (5 мг/мл) после их
совместного инкубирования в течение 30 мин.
Шкала на А — 200 нм, Б и В — 100 нм

А

В

Б

ВЧ — вирусные частицы
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ПРОТИВІРУСНА АКТИВНІСТЬ
ЛІПОПОЛІСАХАРИДІВ 

Pseudomonas chlororaphis
subsp. aureofaciens

О. А. Кіпріанова1

Л. Д. Варбанець1

В. В. Шепелевич2
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Зі штамів Pseudomonas chlororaphis subsp.
aureofaciens УКМ В-111 і В-306 — компонен-
тів інсектофунгіцидного біопрепарату
гаупсин — одержано ліпополісахариди та їхні
фракції і досліджено їхню активність щодо
вірусу тютюнової мозаїки. Ліпополісахариди
із клітин штамів В-111 і В-306 виявились висо-
коактивними противірусними агентами і при-
гнічували інфекційність вірусу тютюнової
мозаїки на трьох видах рослин-індикаторів
у концентрації від 0,001 до 10 мг/мл.  Перша
фракція ліпополісахаридів (О-специфічні
бічні ланцюги) обох штамів не пригнічувала
вірус тютюнової мозаїки, а часто й стимулюва-
ла його репродукцію. Водночас олігосахариди
кору (друга і третя фракції ліпополісахаридів)
різною мірою гальмували розвиток вірусної
інфекції. За даними електронної мікроскопії,
за безпосереднього контакту ліпополісахари-
дів із вірусом in vitro віріони «склеювалися»,
утворюючи «зв’язки», тимчасом як у контролі
спостерігали окремі вільні вірусні частинки,
що свідчить про пряму взаємодію між ліпопо-
лісахаридами штамів P. chlororaphis subsp.
aureofaciens та вірусом тютюнової мозаїки.

Ключові слова: ліпополісахариди Pseudo mo -
nas chlororaphis subsp. aureofaciens, вірус
тютюнової мозаїки, зниження інфекційності,
електронна мікроскопія.

АNTIVIRAL ACTIVITY 
OF LIPOPOLYSACCHARIDES 
OF Pseudomonas chlororaphis 

subsp. aureofaciens
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Lipopolysaccharides and their fractions were
obtained from strains Pseudomonas chlororaphis
subsp. aureofaciens UCM В-111 and UCM В-306 —
components of insectofungicidal gaupsin biopre-
paration; their activity against tobacco mosaic
virus has been studied. Lipopolysaccharides of
strains  В-111 and  В-306 proved to be highly
active antiviral agents and inhibited tobacco
mosaic virus infectivity for three species of indi-
cating plants in concentrations 0,001–10 mg/ml.
First lipopolysaccharides fraction (O-specific
side chains) did not inhibit and often stimulated
the virus reproduction. At the same time the
core oligosaccharides (the second and the third
lipo polysaccharides fractions) decreased to
diffe rent extent the virus infection deve -
lopment. According to electron microscopy data
the vi rions sticked together forming the sneafs
at the direct lipopolysaccharides-virus contact in
vitro whereas the single free virus particles were
observed in the control. Evidence of direct inter -
action between lipopolysaccharides of P. chloro-
raphis subsp. aureofaciens strains and tobacco
mosaic virus is provided.

Key words: Pseudomonas chlororaphis subsp.
aureofaciens lipopolysaccharides, tobacco mo -
saic virus, infectivity inhibition, electron micro -
scopy.
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Застосування методів генетичної транс-
формації, зокрема з використанням бакте-
рій роду Agrobacterium, уможливлює одер-
жання рослин, які синтезують невластиві
для них протеїни. Такі рослини викликають
досить великий інтерес з огляду на те, що їх
можна використовувати як біофабрики для
продукування цінних лікарських сполук
завдяки включенню до їхнього геному пере-
несених генів.

Особливий інтерес як об’єкти генетичної
трансформації та потенційні продуценти
сполук медичного призначення становлять
лікарські рослини, адже вони природно син-
тезують сполуки, які використовують для
лікування та профілактики низки захворю-
вань [1].

Відомо, що генетична трансформація із
застосуванням агробактерій може сприяти

підвищенню рівня синтезу цінних природ-
них сполук у рослинах. Перенесення до
геному рослин цільових генів, що кодують
синтез протеїнів з лікувальними властивос-
тями, дає змогу отримувати рослини, які
продукують як природні, так і невластиві
для даного виду сполуки медичного призна-
чення. Із застосуванням A. rhizogenes для
генетичної трансформації рослин одержу-
ють культуру так званих «бородатих» коре-
нів, які ростуть на живильному середовищі
за відсутності регуляторів росту і мають
характерний фенотип [2]. Такі корені, так
само як і вихідні рослини, є продуцентами
природних сполук [3] або сполук, що синте-
зуються завдяки перенесенню чужорідних
генів [4, 5]. Культура коренів є більш гене-
тично стабільною порівняно з культурами
клітин [6]. «Бородаті» корені використовують
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СТВОРЕННЯ ТА ВИВЧЕННЯ КУЛЬТУРИСТВОРЕННЯ ТА ВИВЧЕННЯ КУЛЬТУРИ
ТРАНСГЕННИХ КОРЕНІВ ТРАНСГЕННИХ КОРЕНІВ Althaea officinalis Althaea officinalis L.L.

З ГЕНОМ ІНТЗ ГЕНОМ ІНТЕЕРФЕРОНУ РФЕРОНУ αα22B B ЛЮДИНИЛЮДИНИ

Ключові слова: Agrobacterium rhizogenes, Althaea officinalis L., генетична трансфор ма ція,
інтерферон α2b людини, фруктани.

Н. А. Матвєєва1 1Інститут клітинної біології та генетичної інженерії 
Ю. Й. Кудрявець2 НАН України, Київ 
О. A. Ліхова2

О. Ю. Кваско1 2Інститут експериментальної патології, онкології 
А. М. Шаховський1 та радіобіології ім. Р. Е. Кавецького НАН України, Київ

E_mail: joyna@ukr.net
Отримано 7.02.2013 

Метою роботи було одержання культури «бородатих» коренів Althaea officinalis L. з геном інтерферо-
ну α2b людини (ifn-α2b), визначення вмісту фруктанів та противірусної активності екстрактів із транс-
генних коренів. Трансформування листових та кореневих експлантів здійснювали методом Agrobacterium
rhizogenes-опосередкованої трансформації. Противірусну активність визначали за зниженням цитопа-
тичної дії вірусу везикулярного стоматиту (штам Індіана) у клітинах нирки бика лінії MDBK.

З обох типів експлантів з частотою 100% отримано трансгенні корені алтею. Методом ЗТ-ПЛР під-
тверджено транскрипцію гена ifn-α2b. Різні клони одержаних «бородатих» коренів відрізнялися за
швидкістю росту — приріст маси за 30 діб коливався від 0, 036± 0,008 до 0,371±0,019 г з однієї точки
росту, а також за синтезом фруктанів, вміст яких максимально дорівнював 154,6 ± 6,62 мг/г сухої маси
коренів. Показано, що генетична трансформація у деяких випадках сприяла підвищенню швидкості
росту та збільшенню накопичення фруктанів у трансгенних коренях A. officinalis. 

Екстракти з культивованих in vitro коренів виявили високу (до 26 000 МО/г маси) активність
проти вірусу везикулярного стоматиту. 

Таким чином, було отримано трансгенні корені алтею, які відзначалися високими швидкістю
росту, рівнем накопиченням фруктанів та противірусною активністю.
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у біореакторах для продукування цінних
сполук [7, 8]. 

Рослини Althaea officinalis (Malvaceae)
є лікарськими і набули застосування
у народній та традиційній медицині. У коре-
нях і листях алтею синтезуються такі сполу-
ки, як флавоноїди, глікозиди, кумарини та
ін. Ці рослини використовують для лікуван-
ня кашлю, запалення шлунку, як протипух-
линний, противірусний, антибактеріаль ний
та імуностимулювальний засіб [9−12]. 

Незважаючи на давнє та широке застосу-
вання рослин алтею у медичній практиці,
досі ці рослини практично не використову-
вали як об’єкти біотехнологічних дослід-
жень. Є лише обмежене коло публікацій
щодо культивування in vitro, зокрема іні-
ціювання росту адвентивних пагонів [13].
У наших дослідженнях рослини алтею було
використано для генетичної трансформації
з метою одержання культури «бородатих»
коренів та вивчення накопичення фрукта-
нів, а також противірусної активності екс-
трактів із трансгенних коренів.

Матеріали і методи 

Вихідним матеріалом слугувало насіння
рослин Althaea officinalis L. (виробництва
фірми «Насіння України»). Для введення
рослин in vitro насіння стерилізували
у 25%-му розчині комерційного препарату
«Бі лизна» протягом 10 хв, промивали тричі
по 5 хв стерильною дистильованою водою
і культивували на поверхні агаризованого
середовища 1/2МС (середовище Мурасіге−
Скуга [14] зі зменшеним удвічі вмістом макро-
солей) при температурі 24 °С та 16-годинному
освітленні. Як експланти використовували
листки 10−14-денних проростків, на яких
робили поперечні надрізи, а також корені
цих проростків. 

Для трансформації застосовували A. rhi-
zogenes (штам GV3101) з векторною кон-
струкцією pCB161 [15]. Бактерії вирощува-
ли на середовищі LB [16] з антибіотиками
(100 мг/л карбеніциліну, 50 мг/л рифампі-
цину) на ротаційному шейкері (200 об/хв)
при температурі 28 °C упродовж 48 год.
Трансформацію проводили згідно з раніше
описаною методикою [15]. Після кокульти-
вування з агробактеріями експланти виро-
щували в чашках Петрі на агаризованому
середовищі 1/2 MС протягом двох діб, потім
переносили на середовище 1/2МС із 600 мг/л
цефатоксиму. Оскільки використаний век-
тор мав ген nptII, селекцію трансгенних
коренів здійснювали в присутності 25 мг/л

канаміцину, який додавали до живильного
середовища через 9 діб після трансформації.

Транскрипцію перенесених генів дослі -
джували, використовуючи полімеразну лан-
цюгову реакцію (ПЛР), поєднану зі зворот-
ною транскрипцією (ЗТ-ПЛР). Сумарну
РНК виділяли за методикою [17].
Використовували набір реактивів Fermen tas
і праймери, специфічні до генів ifn-α2b (5′-
ttgatgctcctggcacag-3′, 5′-ttctgctctgacaacctc-3′,
396 п.н.) та nptII (5′-cctgaatgaactccaggacgaggca-
3′ і 5′-gctctagatccagagtcccgctcagaag-3′,
622 п.н.). Вміст поліфруктанів визначали за
методикою [18] і перераховували на суху
масу коренів. 

Для приготування протеїнових екстрак-
тів рослинний матеріал зважували, розтира-
ли з фосфатним буфером (рН 7,0), переносили
у центрифужну пробірку та цетрифугували
15 хв при 15 000g (+4 °С). Надосад відбира-
ли, переносили в чисту пробірку. До осаду
додавали 0,3 мл буфера, 1% додецилсульфа-
ту натрію, 1мМ інгібітора протеаз (PMSF),
витримували на льоду 10 хв, центрифугува-
ли при 3 000 g. Обидва екстракти поєднува-
ли. Вміст протеїну визначали за методом
Бредфорда [19].

Противірусну активність встановлювали
мікрометодом за зниженням цитопатичної
дії вірусу везикулярного стоматиту (штам
Індіана) у клітинах нирки бика лінії MDBK,
які є високочутливими до антивірусної дії
інтерферону-альфа людини. Застосовували
методику, описану в статті [20]. Результати
реєстрували через 24 год. За одну одиницю
активності інтерферону приймали розведен-
ня зразків, які захищали 50% клітинного
моношару від цитопатичної дії вірусу вези-
кулярного стоматиту. Титр інтерферону
виражали у міжнародних одиницях на 1 г
маси коренів (МО/г) або у міжнародних оди-
ницях на 1 мкг загального розчинного про-
теїну (МО/мкг).

Результати та обговорення

Ріст коренів на експлантах (як на листових,
так і на кореневих) починався через 10−12
діб після кокультивування з агробактерія-
ми. Корені формувалися на всіх екс плантах
(три незалежні експерименти), частота коре -
неутворення досягала 100% (у кожному екс-
перименті використовували по 40 експлан-
тів). Приріст довжини за 10 днів становив
8–10 мм. Отримані корені мали характерні
для «бородатих» коренів ознаки — ріст на
безгормональному середовищі, негативний
геотропізм, значну розгалуженість (рис. 1). 
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Термінальні ділянки коренів завдовжки
близько 10 мм відділяли від експлантів
і переносили на поверхню живильного сере-
довища 1/2МС для нарощування біомаси та
визначення швидкості росту (за приростом
маси за 30 діб). Корені різних ліній, отрима-
них після A. rhizogenes-опосередкованої
трансформації, відрізнялися за швидкістю
росту. Так, приріст маси коренів за 30 діб
коливався від 0, 036± 0,008 до 0,371±0,019 г
(рис. 2). 

Проведені ПЛР-аналізи підтвердили
наявність цільового та селективного генів
(відповідно ifn-α2b та nptII), а також rolB
гена агробактерій. ЗТ-ПЛР-аналіз виявив,
що у всіх лініях коренів відбувається синтез
мРНК цільового гена (рис. 3), а отже, відсут-
нє так зване «мовчання» генів, яке може від-
буватися в разі трансформування ядерної
ДНК рослин.

Відомо, що генетична трансформація
може призводити до змін у синтезі запасних
сполук. Раніше нами було показано, що
трансгенні корені цикорію та салату, транс-
формовані агробактеріями  з різними цільо-
вими генами, у тому числі з геном ifn-α2b,

мають підвищений вміст фруктанів [21].
Тому доцільно було визначити, чи вплинула
генетична трансформація на синтез фрукта-
нів у трансгенних коренях алтею. Порів нян -
ня виявило, що різні лінії коренів відрізня-
лися одна від одної за вмістом фруктанів,
який коливався від 67,20± 4,47 до 154,62 ±
6,62 мг/г сухої маси коренів (рис. 4). У коре-
нях нетрансформованих рослин (контроль)
вміст фруктанів дорівнював 69,32 ±3,95 мг/г
сухої маси. Отже, для низки ліній трансген-
них коренів встановлено достовірне підви-
щення вмісту фруктанів порівняно з контролем.
Порівняння швидкості росту та нако -
пичення фруктанів показало, що наймен-
ший вміст фруктанів спостерігався в лінії
з найбільшою швидкістю росту, що є цілком
закономірним і встановлено нами раніше на
трансгенних коренях цикорію. Такі резуль-
тати також узгоджуються з даними літера-
тури щодо впливу генетичної трансформації
на ріст та синтез сполук у трансгенних рос-
линах. Відомо, що різні лінії (клони) є неза-
лежними трансформантами [22] і можуть

а б

Рис. 1. Коренеутворення на листових
експлантах алтею (а) та ріст «бородатих»

коренів  на безгормональному середовищі МС (б)
після трансформування за допомогою 

A. rhizogenes з вектором рСВ161

Рис. 2. Приріст маси «бородатих» коренів алтею
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Рис. 3. Електрофореграма продуктів ЗТ-ПЛР
генів nptII (622 п.н.) та ifn-α2b (396 п.н.)

трансгенних коренів алтею: 
М — ДНК-маркер (O’GeneRuler™ 1 kb DNA

Ladder, Fermentas); парні треки — синтез
зворотних транскриптів за відсутності

ревертази; непарні — ЗТ-ПЛР з ревертазою
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Рис. 4. Вміст фруктанів у трансгенних 
коренях алтею: 

1–5 — незалежні клони, к — контроль
(нетрансформовані корені)

Лінії коренів, №№

В
м

іс
т

ф
р

у
к

та
н

ів
, 

м
г/

г
су

х
ої

м
ас

и
 м

ас
и

1            2            3            4            5 к

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0



Експериментальні статті

77

відрізнятися за морфологією, швидкістю
росту, синтезом вторинних метаболітів і за -
пасних сполук, що залежить від низки фак-
торів, зокрема інтеграції трансгенів і кіль-
кості копій [23, 24].

Дослідження біологічної активності екс-
трактів із трансгенних коренів стосовно
вірусу везикулярного стоматиту виявило
пригнічення вірусу та наявність інтерферо-
ноподібної активності, причому рівень
активності у коренях різних ліній істотно
відрізнявся (таблиця).

Раніше було показано, що інтерферони
людини можуть синтезуватись у трансген-
них рослинах різних видів — тютюні, кар-
топлі, рису, моркві тощо. Рівень противірус-
ної активності рекомбінантного інтерферону
рослинного походження варіює у достатньо
широких межах. Наприклад, противірусна
активність екстрактів із трансгенного рису
становила до 30 000–45 000 МО/г маси на сін -

ня [25], у рослинах моркви — до 50 700 МО/г
сирої маси [26], рослинах картоплі —
210–560 МО/г маси [27], алое —
453,9–10 175,9 МО/г маси [28]. Як випливає
з наведених у таблиці даних, рівень проти-
вірусної активності протеїнових екстрактів
з отриманих нами трансгенних коренів алтею
коливався від 181,812 до 26 086,962 МО/г
маси. Клон № 3, для якого виявлено найви-
щу противірусну активність, характеризу-
вався і найбільшою швидкістю росту. Отже,
ці корені є перспективними для використан-
ня у біотехнологіях продукування інтерфе-
рону в рослинних системах.

Порівняння противірусної активності,
зареєстрованої у наведених роботах, є дещо
умовним, адже різні автори екстрагували
інтерферон за різних умов, а також викорис-
товували різні клітинні лінії для тестування
противірусної дії екстрактів. Разом з тим
наведені дані свідчать про можливість одер-
жання рослин, культури коренів або клітин-
них ліній, які здатні синтезувати біологічно
активний інтерферон.

Таким чином, з використанням Agrobac -
terium rhizogenes-опосередкованої транс-
формації було отримано культури трансген-
них коренів алтею з геном інтерферону α2b
людини. Частота трансформації з листових
та кореневих експлантів була однаковою
і становила 100%. Лінії (клони) відрізняли-
ся за швидкістю росту та синтезом фрукта-
нів, максимальний вміст яких дорівнював
154,6 ± 6,62 мг/г сухої маси коренів.
Протеїнові екстракти із цих коренів, одер-
жані шляхом екстрагування фосфатним
буфером, виявляли активність проти вірусу
везикулярного стоматиту до 26 086,96 МО/г
маси коренів.

Наявність гена ifn-α2b, синтез мРНК та
противірусна активність протеїновіх екстрактів

із трансгенних коренів алтею

Лінія
коренів 

ПЛР 
(ifn-α2b) 

ЗТ-ПЛР
(ifn-α2b) 

Інтерфероноподіб на
активність

МО/г маси
коренів 

МО/мкг
загаль -

ного
розчин -

ного
протеїну 

Алт 1 + + 181,812 0,446  

Алт 2 + + 22727,274 12,777

Алт 3 + + 26086,962 16,025

Примітка: + — позитивний ПЛР- та ЗТ-ПЛР-
аналізи.
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СОЗДАНИЕ И ИЗУЧЕНИЕ КУЛЬТУРЫ
ТРАНСГЕННЫХ КОРНЕЙ Althaea

officinalis С ГЕНОМ ИНТЕРФЕРОНА
α2B ЧЕЛОВЕКА

Н. А. Матвеева1

Ю. И. Кудрявец2

А. А. Лихова2

Е. Ю. Кваско1

А. М. Шаховский1

1Институт клеточной биологии
и генетической инженерии НАН Украины,

Киев
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онкологии и радиобиологии
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Целью работы было получение культуры
«бородатых» корней Althaea officinalis L.
с геном интерферона α2b человека (ifn-α2b),
определение содержания фруктанов и проти-
вовирусной активности экстрактов из транс-
генных корней. Трансформацию листовых и
корневых эксплантов осуществляли методом
Agrobacterium rhizogenes-опосредованной транс -
формации. Противовирусную активность
определяли по снижению цитопатического
действия вируса везикулярного стоматита
(штамм Индиана) в клетках почки быка линии
MDBK. При использовании двух типов экс-
плантов с частотой 100% получены трансген-
ные корни алтея. Методом ОТ-ПЦР подтвер-
ждено транскрибирование гена ifn-α2b. 

Различные клоны полученных «борода-
тых» корней отличались по скорости роста —
прирост массы за 30 дней колебался от 0, 036 ±
0,008 до 0,371 ± 0,019 г (из одной точки роста),
а также по синтезу фруктанов, содержание ко -
то рых максимально составляло 154,6 ± 6,62 мг/г
сухой массы корней. Показано, что генетичес-
кая трансформация в ряде случаев приводила
к повышению скорости роста и увеличению
синтеза фруктанов в трансгенных корнях
A. officinalis. 

Экстракты из культивируемых in vitro
трансгенных корней алтея обнаружили высо-
кую (до 26 000 МЕ/г массы) активность против
вируса везикулярного стоматита. 

Таким образом, были получены трансген-
ные корни алтея, которые отличались высокой
скоростью роста, значительным накоплением
фруктанов и высокой противовирусной актив-
ностью.

Ключевые слова: Agrobacterium rhizogenes,
Althaea officinalis L., генетическая транс фор -
ма ция, интерферон α2b человека, фруктаны.

CONSTRUCTION AND STUDY 
OF Althaea officinalis TRANSGENIC

ROOTS CULTURE WITH HUMAN 
INTERFERON α2B GENE
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The aim of our work was to obtain Althaea
officinalis L. «hairy» root culture with human
interferon α2b gene (ifn-α2b), to measure fruc-
tans content and antiviral activity of extracts
from the transgenic roots. Transformation of
leaf and root explants was carried out by means
of Agrobacterium rhizogenes-mediated transfor-
mation. Antiviral activity was measured by the
reduction in cytopathic effect of vesicular sto-
matitis virus (Indiana strain) in bovine kidney
cells line MDBK. 

Transformation frequency was 100% for leaf
and root explants. RT-PCR confirmed ifn-α2b
gene transcription. The clones of transgenic
roots differed in mass increasing from 0, 036 ±
0,008 up to 0,371 ± 0,019 g in 30 days cultivati-
on and in fructan synthesis from 67,2± 4,47 up
to 154,6 ± 6,62 mg/g roots dry weight. 

Extracts from «hairy»roots culture were cha-
racterized by high antiviral activity against vesi-
cular stomatitis virus — up to 26 000 IU/ g of
roots fresh weight.

In some cases the genetic transformation
shown to lead increasing the growth rate and
increasing the level of fructan synthesis in
transgenic A. officinalis roots. Extracts from
cultivated in vitro marshmallow transgenic roots
were characterized  by high level of  antiviral
activity against vesicular stomatitis virus.

Thus, there were obtained transgenic A. offi-
cinalis roots, characterized by high growth rate,
significant accumulation of fructans and high
antiviral activity.

Key words: Agrobacterium rhizogenes, Althaea
officinalis L., genetic transformation, human
interferon alfa 2b, fructans.
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Карбоксилэстераза печени млекопитаю-
щих благодаря широкой субстратной специ-
фичности и высокой стереоселективности
[1] является перспективным биокатализато-
ром энантиоселективного гидролиза и син-
теза обширного ряда алициклических, кар-
боциклических и гетероциклических
соединений [2, 3].

Карбоксилэстераза обладает такими
положительными свойствами, как отсут-
ствие коэнзима и суицидальной инактива-
ции, однако из-за нестабильности и высокой
стоимости коммерческих препаратов це -
лесообразно использовать ее в составе мик-
росомальной фракции (МФ) печени свиньи. 

Ранее нами было показано, что при помо-
щи карбоксилэстеразы МФ возможно полу-
чение оптически чистых энантиомеров
3-ацилокси-1,4-бенздиазепин-2-онов [4],
потен циальных анксиолитических и сно-
творных средств [5, 6]. 

Известно, что структура субстрата влияет
на степень его гидролиза, катализируемого
карбоксилэстеразой [7, 8], поэтому цель дан-
ной работы — исследование влияния замести-
телей в молекуле производных 1,4-бенздиазе-
пин-2-она на степень их энзиматической
трансформации с помощью МФ печени свиньи. 

Материалы и методы

В качестве объектов исследования
использовали соединения 1−6 (табл. 1), полу-
ченные согласно [8], а также соединения III
(7−11, табл. 1), синтезированные по схеме:

УДК 577.152.311/547.8/548.73

ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ СТРУКТУРОЙВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ СТРУКТУРОЙ
СЛОЖНЫХ ЭФИРОВ 3-ГИДРОКСИ-1,4-СЛОЖНЫХ ЭФИРОВ 3-ГИДРОКСИ-1,4-
БЕНЗДИАЗЕПИН-2-ОНА ИБЕНЗДИАЗЕПИН-2-ОНА И СТЕПЕНЬЮСТЕПЕНЬЮ

ИХ ГИДРОЛИЗА КАРБОКСИЛЭСТЕРАЗОЙ ИХ ГИДРОЛИЗА КАРБОКСИЛЭСТЕРАЗОЙ 

Ключевые слова: эфиры 3-гидрокси-1,4-бенздиазепин-2-она, карбоксилэстераза,
микросомальная фракция.
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Осуществлен синтез ряда новых произ водных 7-бром-5-арил-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-
2-она, содержащих в положении 3 фталимидоацильный и гексилацильный фрагменты. Структура
соединений установлена методами масс-спектрометрии и спектроскопии ПМР. Впервые исследован
гидролиз ранее синтезированных сложных эфиров 3-гидрокси-1,4-бенздиазепин-2-она — по тен циа ль -
ных анксиолитических и снотворных средств, катализируемый карбоксилэстеразой микро со маль ной
фракции печени свиньи. Показано количественное ингибирование эстеразной активности мик ро со -
мальной фракции печени свиньи в присутствии селективного ингибитора карбоксилэстеразы-ди-(п-
нитрофенил)-фосфата. Установлена нелинейность зависимости степени гидролиза от длины
ацильного фрагмента 3-ацилокси-7-бром-5-фенил-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-онов, а также
снижение степени трансформации субстрата при введении заместителя в положение 1 молекулы.
Для производных с фталимидоацильным и гексилацильным фрагментами в положении 3 молекулы
увеличение числа СН2-групп в этих заместителях и введение атома хлора в о-положение фенильного
кольца приводит к увеличению степени гидролиза.
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Фталимидные производные глицина и β-
аланина получены по известной методике
[9] сплавлением фталевого ангидрида с соот-
ветствующими аминокислотами, хлоран-
гидриды II — обработкой тионилхлоридом
соответствующих карбоновых кислот. 

Спектры Н1-ЯМР записаны на приборе
Bruker с рабочей частотой 300 МГц, в СDCl3
и DMSO-d6, внутренний стандарт TMS, при
t 25 °С. Масс-спектры зарегистрированы ме -
то дом электронного удара на масс-спектро-
метре МХ-1321 (ионизирующее напряжение
70 эВ, t камеры ионизации 200 °С) и методом
FAB (fast atom bombardment) на масс-спек-
трометре 7070 EQ VG Analitikal (энергия
пучка ксенона 6 эВ). Тонкослойная хромато-
графия выполнена на пластинках Silufol
UV-254, в системах ацетонитрил−хлоро-
форм−гексан (1:1:3) и бензол−ацетонитрил−
гексан−метанол (25:15:5:1), проявление —
УФ-светом при λ = 254 нм. Спектро фото мет -
ри ческие исследования проводили на прибо-
ре СФ-46.

В работе использовали МФ печени
свиньи, выделенную методом низкоскорост-
ной седиментации при 10 000 g в присут-
ствии ионов Са2+ [10, 11]. В выделенной МФ
определяли содержание протеина по методу
Лоури в модификации Хартри [12], а также
эстеразную активность (по 1-нафтилацета-
ту) [13]. 

Влияние бис-(п-нитрофенил)-фосфата на
энзиматическую активность МФ изучали,
применяя в качестве субстрата 1-нафтилаце-
тат в условиях, аналогичных таковым при
изучении эстеразной активности энзима [13]
в диапазоне концентраций ингибитора 0,03−
147,0 мкмоль/дм3. 

7-Бром-5-фенил-3-фталимидоацетокси-
1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-он (10).
В плоскодонную колбу, снабженную маг-
нитной мешалкой, помещали 2 г (0,006 моль)
7-бром-3-гидрокси-5-фенил-1,2-дигидро-
3Н-1,4-бенздиазепин-2-она, приливали 10 см3

безводного хлороформа и 0,4 см3 пиридина.
Смесь перемешивали 10 мин при 0 °С, затем
прибавляли суспензию 2-(1,3-диоксоизоин-
долин-2-ил)этановой кислоты в 10 см3 без-
водного хлороформа. Реакционную смесь
перемешивали в течение 1 ч, оставляли на
ночь, после чего промывали водой (20 см3 × 3),
хлороформ упаривали, остаток перекри-
сталлизовывали из этанола. Соединения 7−
9, 11 получены аналогичным образом.

Степень гидролиза сложных эфиров 3-
гидрокси-1,4-бенздиазепин-2-она 1−11 оце-
нивали по их убыли спектрофотометрически
гидроксаматным методом при λ 540 нм [14]. 

Энзиматический гидролиз проводили
в течение 2,5 ч в среде диметилсульфоксид:
К-фосфатный буферный раствор
(0,0167 моль/дм3, рН 7,0) в объемном отно-
шении 2:3, при температуре 37 °С, концент-
рации субстратов 0,5 ммоль/дм3 и эстераз-
ной активности МФ 100 ед/см3. За единицу
естеразной активности принимали количество
энзима, катализирующее гидролиз 1 мкмоль
1-нафтилацетата в 1 мин. 

Результаты и обсуждение

Соединения 7−11 идентифицированы
методами масс-спектрометрии и спектроско-
пии ПМР (табл. 1). 

Из печени свиньи получена МФ с выхо-
дом протеина 38 мг/г ткани и эстеразной
активностью 17,25 мкмоль/мг протеина·мин.
С помощью выделенной МФ в разработан-
ных условиях [8] осуществлен гидролиз
ряда сложных эфиров 3-гидрокси-1,4-бенз-
диазепин-2-она 1−11.

Для доказательства того, что в гидролизе
исследуемых объектов не принимают 
участия другие энзимы МФ, исследовано
ингибирование эстеразной активности мик-
росомальной фракции селективным ингиби-
тором карбоксилэстеразы ди-(п-нитрофе-
нил)-фосфатом. Показано количественное
ингибирование энзиматической активности
МФ печени свиньи в присутствии ингибито-
ра в концентрации 147,06 мкмоль/дм3.

Ранее был проведен энзиматический гид-
ролиз ряда 3-ацилокси-7-бром-5-фенил-1,2-
дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-онов 1−4
с помощью карбоксилэстеразы в составе МФ:

Изучено влияние ацильного фрагмента
в молекуле исследуемых субстратов на сте-
пень их гидролиза [8]. Показано, что сте-
пень гидролиза этих субстратов с помощью
микросомальной фракции носит нелиней-
ный характер (табл.1), что может объ-
ясняться одновременным влиянием двух
факторов — липофильности веществ и сте-
рическими ограничениями встраивания
в активный центр энзима, вызываемыми

1–6 12–14
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увеличением длины ацильного фрагмента
молекулы. Установлено, что введение ал -
киль ных заместителей в положение 1 бенз-
диазепинового цикла приводит к снижению
степени гидролиза в заданных условиях
с 38,3% для соединения 1 до 29,3% — для 5
и 24,1% — для 6, соответственно (табл. 1). 

В разработанных условиях осуществлен
гидролиз ряда сложных эфиров 7-бром-5-
арил-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-
она 7−11, катализируемый карбоксилэсте-
разой МФ печени свиньи, с образованием в
качестве конечных продуктов соответствую-
щих 3-гидроксипроизводных (табл. 2).

Таблица 1. Сложные эфиры 3-гидрокси-7-бром-5-арил-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она 

№ R1 R2 R3 Тпл, °С
Вы -
ход,
%

Масс-
спек-
тры,
m\Z

ПМР, мд Степень
энзима-

тиче-
ского

гидро-
лиза, %

CH алифатич. NH
CH

аром.
С(3)-

Н

1 Н CH3 Н 265−273 74 373* (DMSO-d6)      2,21 c 3H (CH3)* 9,37*
7,10−
7,63*

6,03* 38,3*

2 Н C5H11 Н 158−160 31 429*

2,57−2,62 м 2H (ОСОСН2-(СН2)3-СН3)
1,73−1,79 пентет 2Н (ОСОСН2-

СН2-(СН2)2-СН3)
1,35−1,36, м 4Н (ОСОСН2-СН2-

(СН2)2-СН3)
0,88−0,92 т 3Н (СН3) * 

9,53*
7,10−
7,64*

5,95* 53,2*

3 Н C6H13 Н 131−133 20 44*3

2,57−2,62 м 2H (ОСОСН2-(СН2)4-СН3)
1,73−1,79 пентет 2Н (ОСОСН2-

СН2-(СН2)2-СН3)
1,30−1,42 м 6Н (ОСОСН2-СН2-

(СН2)3-СН3)
0,86−0,91 т 3Н (СН3) *

9,55*
7,10−
7,64*

5,95* 48,1*

4 Н C7H15 Н 98−101 20 457*

2,58−2,64 м 2H (ОСОСН2-(СН2)5-СН3)
1,71−1,80 пентет 2Н (ОСОСН2-

СН2-(СН2)4-СН3)
1,30−1,41 м 8Н (ОСОСН2-СН2-

(СН2)4-СН3)
0,87−0,91 т 3Н (СН3) *

9,26*
7,08−
7,63*

6,02* 46,1*

5 Н CH3 CH3 173−176 42,5 387*
DMSO

3,36 с 3Н (ОСО-СН3), 2,20 с 3H (СН3)* —
7,40−
7,93 м

8H*

5,81 c
*

29,3

6 Н CH3 C2H5 202−205 75 401*

CH3Cl
4,24−4,31 м 1Н (СН2), 3,71−3,78 м

1Н (СН2), 2,31 с 3Н (ОСО-СН3),
1,11−1,13 т 3H (СН2-СН3)*

—
7,33−
7,70 м

8H* 

5,89
c*

24,1

7 Cl Н 143−150 24 [М+Н]+

477
2,60−2,67; м 1Н (СО-СН)

1,28−2,16; м 10Н
9,36;

с
7,08−

7,61; м
6,01; с 31,0

8 Cl Н 90−92 25

[М+Н]+

= 519
[М+Na]+

= 541
[М+K]+

= 557

4,30−4,44, м 2Н, (СН2)2
4,15−4,21 м 1Н, (СН2)2
4,04−4,11 м 1Н, (СН2)2

2,16−2,28; м 1Н (СО-СН)
1,10−1,83 м 10Н

9,67;
с

7,13−
7,60; м

7Н
4,96; с

38,3

9 Cl Н 258−260 76,8 [М+Н]+

= 552
4,70−4,85; кв 2Н (CH2) 9,59;

с
7,15−

7,90; м
6,06; с 23,8

10 Н Н 249−256 82,6 [М+Н]+

= 518
4,71−4,87; кв 2Н (CH2) 9,97;

с
7,19−

7,91; м
6,01; с 0

11 Н Н 258−259 72,7 [М+Н]+

= 532 

4,07−4,12 т 2Н (СН2СОО)
3,04−3,08; т 2Н (NCH2)

9,08;
с

7,08−
7,86; м

5,95; с 20,8

* [8].
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Изучение степени гидролиза исследуе-
мых субстратов позволило выявить некото-
рые закономерности. Так, показано, что вве-
дение атома Cl в о-положение фенильного
кольца приводит к повышению степени
трансформации соединения 9 по сравнению
с 10 (табл. 1). 

Увеличение числа СН2-групп в циклогек-
силацильном (соединение 8 по сравнению
с 7) и фталимидоацильном (соединение 11
по сравнению с 10) фрагментах молекулы
также способствует возрастанию степени
гидролиза субстратов. Это может объяснять-
ся стерическими затруднениями при взаи-
модействии с активным центром энзима суб-
стратов с меньшим числом метиленовых
групп между гидролизуемой группой
и объем ным циклическим заместителем.
По-видимому, большая подвижность слож-
ноэфирного фрагмента, связанная с уве-
личением числа СН2-групп, обеспечивает
легкость встраивания в жесткий малый кар-
ман активного центра энзима [1].

Таким образом, с помощью ди-(п-нитро-
фенил)-фосфата показано, что гидролиз про-
изводных 7-бром-5-арил-1,2-дигидро-3Н-
1,4-бенздиазепин-2-она с использованием
микросомальной фракции печени свиньи
катализируется карбоксилэстеразой. Уста -
нов лено, что гидролитическая активность
микросомальной фракции в отношении 3-
ацилокси-7-бром-3-гидрокси-5-фенил-1,2-
дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она носит
нелинейный характер; введение заместите-
ля в положение 1 бенздиазепинового цикла
приводит к снижению степени гидролиза.
Для производных с фталимидоацильным
и цик логексилацильным фрагментами
в положении 3 молекулы установлено, что
увеличение числа СН2-групп в этих замести-
телях и введение атома хлора в о-положение
фенильного кольца способствуют повыше-
нию степени гидролиза.

Таблица 2. Характеристики продуктов энзиматического гидролиза соединений 7–11

Субстрат Продукты гидролиза Масс-спектры, m/Z T. пл., °С 

7–9 365 150–153 

10, 11  332 219–220
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ВЗАЄМОЗВ’ЯЗОК МІЖ СТРУКТУРОЮ
ЕФІРІВ 3-ГІДРОКСИ-1,4-БЕНЗДІАЗЕПІН-

2-ОНУ ТА СТУПЕНЕМ ЇХ ГІДРОЛІЗУ
КАРБОКСИЛЕСТЕРАЗОЮ 

Є. А. Шестеренко
І. І. Романовська 

О. В. Севастьянов
К. О. Семенішина 
В. І. Павловський

С. А. Андронаті
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Здійснено синтез ряду нових похідних 7-
бром-5-арил-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-
2-ону, що містять у положенні 3 фталімідо -
ацильний і гексилацильний фрагменти.
Структуру сполук встановлено методами мас-
спектрометрії та спектроскопії ПМР. Уперше
досліджено гідроліз раніше синтезованих
складних ефірів 3-гідрокси-7-бром-5-арил-1,2-
дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону — потенцій-
них анксіолітичних і снодійних засобів, що
каталізується карбоксилестеразою у складі
мікро сомальної фракції печінки свині. Пока -
за но кількісне інгібування естеразної актив-
ності мікросомальної фракції печінки свині
в присутності селективного інгібітора карбок-
силестерази — ди-(п-нітрофеніл)-фосфату.
Встановлено нелінійність залежності ступеня
гідролізу від довжини ацильного фрагмента
в 3-ацилокси-7-бром-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-
1,4-бенздіазепін-2-онах, а також зниження
ступеня трансформації субстрату в разі введен-
ня замісника в положення 1 молекули. Для
похідних з фталімідоацильним і гексилациль-
ним фрагментами в положенні 3 молекули
збільшення числа СН2-груп в цих замісниках
і введення атому хлору в о-положення фенільно-
го кільця сприяє підвищенню ступеня гідролізу.

Ключові слова: ефіри 3-гідрокси-1,4-бенз діа -
зе пін-2-ону, карбоксилестераза, мікросо маль -
на фракція.

INTERRELATION BETWEEN 3-HYDROXY-
1,4-BENZODIAZEPINE-2-ONE ESTERS
STRUCTURE ON THEIR HYDROLYSIS 

BY CARBOXYL ESTERASE

E. A. Shesterenko
I. I. Romanovska
O. V. Sevastyanov
E. A. Semenishina

V. I. Pavlovsky
S. A. Andronati

Bogatsky’s Physico-Chemical Institute 
of National Academy of Sciences of Ukraine,

Odesa
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The synthesis of new series of 7-bromo-5-
aryl-1,2-dihydro-3H-1,4-benzdiazepine-2-one
derivatives, containing in the tree position
phthalimidoacyl and hexylacyl fragments was
accomplished. The structure of new compounds
was proved by mass-spectrometry and PMR-
spectroscopy methods. For the first time,
hydrolysis of the earlier synthesized 3-hydroxy-
7-bromo-5-aryl-1,2-dihydro-3H-1,4-benzdi-
azepine-2-one esters, potential anxiolytic and
hypnotic means, catalyzed by carboxyl esterase
in composition of pig liver microsomal fraction was
studied. The quantitative inhibition of pig liver
microsomal fraction esterase activity in the pres-
ence of carboxyl esterase selective inhibitor di-(p-
nitrophenyl)-phosphate was shown. The nonlinear
dependence both of hydrolysis degree with acyl
moiety length in 3-acyloxy-7-bromo-5-aryl-1,2-
dihydro-3H-1,4-benzdiazepine-2-ones and
decreased substrate transformation degree after
substituent introduction in the first position of
molecule was established. For the derivatives with
phthalimidoacyl and hexylacyl-mo ie ties in the mol-
ecule 3 position it was shown, that increasing of
CH2-groups number in this substituents and incor-
poration of chlorine atom in o-position of phenyl
ring bring to increasing of hydrolysis degree.

Key words: 3-hydroxy-1,4-benzdiazepine-2-one
esters, carboxyl esterase, microsomal fraction.
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Грип є найпоширенішим інфекційним
захворюванням. Під час щорічних епідемій
грипу близько 5–15% населення стражда-
ють від інфекцій верхніх дихальних шля-
хів. Смертність констатують переважно
в групах високого ризику (літніх, хронічно
хворих людей). Хоча важко оцінити об’єми
щорічних епідемій, однак, за даними екс-
пертів ВООЗ [1–3], у всьому світі реєструють
близько 3–5 млн. тяжких випадків захворю-
вання і від 250 000 до 500 000 — зі смертель-
ним наслідком. Висока вірулентність вірусу
та постійні мутації, що пов’язані з особли-
вістю геному грипу, призводять до появи
нових підтипів вірусу, проти яких у людей
немає імунітету. Із цієї причини виникають
епідемії та пандемії, що супроводжуються
різким підвищенням захво рюваності та
високою смертністю [4, 5].

У період пандемій захворюваність і смерт -
ність від грипу А набувають катастрофічних
масштабів. Наприклад, пандемія «іспан ки»
(1918–1919 рр.) спричинила захворювання
близько  600 млн. та загибель 50–100 млн.
людей (тобто 30% та 5% населення Земної кулі,
відповідно). Пандемія «азійського грипу»
(1957–1959 р р.) стала причиною загибелі понад
1 млн.; пандемія «гонконгського грипу»
(1968–1970 р р.) — близько 1 млн.; велика епі-
демія «російського грипу» (1977–1978 р р.) —
близько 300 тис. людей [6, 7]. Сучасна пандемія
«свинячого грипу» (2009–2010 рр. A/Califor -
nia/07/09 (H1N1) swl) на кінець березня
2010 р., за даними ВООЗ, стала причиною
понад 17 тис. летальних наслідків і є наймас-
штабнішою з погляду витрат і зусиль міжна-
родного співтовариства, спрямованих на прове-
дення проти епіде міч них заходів [8, 9].
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Віруси грипу А посідають істотне місце в структурі захворюваності людей на гострі респіраторні
вірусні інфекції, що становлять майже до 90% від усіх інших інфекційних хвороб. За даними
Всесвітньої організації охорони здоров’я, тільки на тяжкі форми грипу в світі щорічно хворіють 3–5 млн.
людей, із них 45–60% — діти. Економічні збитки від сезонного епідемічного грипу сягають близько
85% економічних втрат від інфекційних хвороб загалом.

Досвід боротьби з грипом, накопичений за останні роки, показав, що для розроблення та проведення
ефективних протиепідемічних заходів необхідно побудувати систему постійного моніторингу за
циркуляцією вірусу грипу, що ґрунтується на використанні лабораторних методів точної і швидкої
ідентифікації та характеристики циркулюючих штамів вірусу грипу А. Серед методів лабораторної
діагностики грипу найбільш ефективним вважають метод полімеразної ланцюгової реакції. У роботі
наведено дані з розроблення діагностичної тест-системи у форматі двостадійного мультиплексного RT-
PCR-аналізу в режимі реального часу  для виявлення та генотипування пандемічного вірусу грипу А
(H1N12009). Результати лабораторно-експериментальних досліджень тест-системи DIA Influenza H1N1
показали, що вона є ефективною та специфічною для виявлення каліфорнійських штамів пандемічного
вірусу грипу А (H1N12009) і може бути використана для діагностики захворювань, зумовлених цим
штамом вірусу. Проведені клінічні випробування в ході державної реєстрації в МОЗ України показали
чутливість та специфічність тест-системи DIA Influenza H1N1 на рівні 100%.
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Вірус «свинячого грипу» H1N1 було
вияв лено наприкінці березня 2009 р. в Мек -
сиці, США і Канаді, де було зареєстровано
перші випадки захворювання з летальним
наслідком. У квітні того самого року ВООЗ
оголосила пандемію свинячого грипу, посту-
пово піднімаючи рівень загрози, оскільки
вірусна інфекція поширювалась країнами
і континентами блискавично [1]. Інфекція
нового штаму грипу спричинила вкрай
тяжку форму первинної вірусної пневмонії,
яка швидко прогресувала і часто призводила
до летального результату, чим відрізнялася
від клінічної картини захворювання в період
спалахів епідемій сезонним грипом [2]. 

Спостерігаючи за швидким розвитком
епідемічного процесу грипу А(H1N1)2009 та
беручи до уваги можливі масові захворюван-
ня людей в Україні саме на Каліфорній сь кий
штам вірусу (A/California/07/09 (H1N1)),
у квітні 2009 року нами були розпочато
дослідження, метою яких є створення діаг-
ностичної тест-системи для виявлення та
генотипування вірусу грипу А(H1N1)2009 —
Каліфорнійський варіант на основі зворот-
но-транскриптазної полімеразної ланцюго-
вої реакції в режимі реального часу (Real-
Time RT-PCR).

Матеріали і методи

Клінічні зразки носоглоткових змивів
хво рих на гострі респіраторні вірусні ін -
фек ції (ГРВІ) людей. У дослідженнях вико-
ристовували клінічні зразки в кількості 10
(носоглоткові змиви), отримані від хворих
на ГРВІ з Головного військового клінічного
госпіталю МО України. Ці зразки поперед-
ньо було протестовано за допомогою тест-сис-
теми Seeplex® Influenza A(H1N1pandemic),
виробництва компанії Seegene Inc (Південна
Корея) та рекомендованого ВООЗ протоколу
TaqMan Influenza A (H1N1) Assay Sets [1].

Культуральні зразки вірусів грипу А.
У роботі було використано алантоїсні культу-
ри сезонних штамів вірусу грипу: А/FM1/47
(H1N1); А/Panama/2007/99 (H3N2); B/Hong
Kong/330/01. Культури штамів одержали з WHO
Collaborating Center for Influenza, CDC (США).

Виділення РНК вірусів. Виділення та
очищення вірусної РНК проводили із засто-
суванням таких наборів реактивів: QIAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Німеч -
чина),  Viral RNA Isolation Kit, NucleoSpin
RNA Virus Kit (Macherey-Nagel GmbH,
Німеччина) відповідно до протоколу вироб-
ника. Для моніторингу крос-контамінації
під час виділення РНК  використовували
негативні контролі (проби стерильної води,
не контаміновані ДНК, РНК). Для підви-

щення ефективності етапу виділення РНК в
кожну пробу клінічного зразка додавали
внутрішній контрольний зразок (IC).

Виготовлення позитивних контролів
тест-системи. Для конструювання пози-
тивних контрольних зразків, що входили до
складу тест-системи, застосовували техноло-
гію отримання плазмід, що містять рекомбі-
нінтні фрагменти кДНК вірусу грипу А. Усі
процедури виконували відповідно до прото-
колів, що описані в посібнику «Molecular clo-
ning: a laboratory manual» [10].

Точність синтезу вставок генів вірусу
грипу, вбудованих у плазміди, перевіряли за
допомогою автоматичного секвенатора 3100
Avant Genetic Analyser (Applied Bio sys tems,
США) та набору реагентів BigDye Ter minator v
3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). 

Дизайн праймерів і ДНК-зондів. У робо-
ті використовували висококонсервативні
ділянки досліджуваних нами генів вірусу
грипу пандемічних штамів А(H1N1)2009,
доступних у базі даних NCBI [11]. Дизайн
праймерів і ДНК-зондів (варіант TaqMan
probe) здійснювали за допомогою програми
Primer Express V.2 (Applied Biosystems).
ДНК-зонди містили такі флуоресцентні  та
нефлуоресцентні барвники: FAM, VIC, BHQ1,
BHQ2. Було також використано 3–4 варіанти
пар праймерів та зондів до кожного гена віру-
су грипу і внутрішнього контролю ІС.

Аналіз Real-Time RT-PCR. Порівнювали
такі набори реактивів: AgPath-ID One Step RT-
PCR Kit (Ambion, США), TaqMan One Step RT
PCR Master Mix (Applied Biosys tems, США),
qPCRmix-HS, Revertasa-Mint (Євро ген, Росія),
RevertAidTM H Minus Ferst Stan dard cDNA
Synthesis Kit (Fermentas Inc., Литва). Кон -
центрацію кожного праймера і ДНК-зонду
підбирали в різних комбінаціях, компоненти
кожного набору — згідно з інструкцією вироб-
ника. В реакцію включали 5 μL очищеного
препарату РНК вірусу. Реакцію Real-Time RT-
PCR проводили з використанням обладнання
та програмного забезпечення ABI PRIZM 7000
(Applied Biosystems, США). Підбір оптималь-
них умов кожної стадії температурного режи-
му реакції Real-Time RT-PCR здійснювали
експериментальним шляхом.

Визначення параметрів специфічності
та чутливості діагностичної тест-систе-
ми. Специфічність мультиплексної реакції
Real-Time RT-PCR оцінювали за перехрес-
ною реакцією з РНК, виділеною з куль -
туральних зразків, що містять інші підтипи
вірусу грипу, а також неінфіковану культу-
ральну рідину. Окрім того, використовували
клінічні зразки здорових людей. Межу чут-
ливості тесту визначали, застосовуючи внут-
рішньовиробничі панелі ПП-101 ВПП-01, до



Експериментальні статті

87

складу яких входили зразки біологічного
матеріалу з різною концентрацією рекомбі-
нантних плазмід, що містили синтетичні
вставки генів вірусу грипу (М-ген, H1та N1). 

Результати та обговорення

Молекулярно-генетичний аналіз шта-
мів вірусу грипу А (H1N12009). Для роз-
роблення ефективної методики діагностики
пандемічного штаму вірусу грипу А(H1N1)
2009 нами було досліджено нуклеотидні
послідовності близько 20 штамів вірусу, що
потрапили до бази даних GeneBank NCBI
з березня до травня 2009 р. [11]. Теоретичний
аналіз нуклеотидних послідовностей генів
вірусу грипу А(H1N1)2009, особливо тих,
які було виділено від людей, померлих від
високопатогенної грипозної інфекції у Мек -
си ці, США та Канаді в квітні 2009 р., пока-
зав спорідненість майже на 95% цих вірусів
зі штамом A/California/07/09 (H1N1), що
був обраний нами як модель для дослідження
і згодом кваліфікований ВООЗ, як Калі фор -
нійський штам з пандемічним потенціалом.

Окрім того, у літературі з’явились резуль-
тати досліджень інших авторів, що виявили
істотні відмінності нуклеотидних послідов-
ностей генів вірусу каліфорнійських штамів
від сезонних штамів грипу А (H1N1), які цир-
кулювали серед населення до 2009 р. Вчені у
США і в Євразії об’єктивно показали, що
це — новий варіант вірусу грипу А (H1N1) —
потрійний реасортант, який поєднує сегмен-
ти РНК, похідні від шта мів грипу людини,
свиней і птахів [12–16]. Відтак стало зрозумі-
ло, що діагностика пандемічних штамів
потребує розроблення таких діагностичних
тестів, за допомогою яких можна було б ефек-
тивно диференціювати пандемічні від сезон-
них штамів вірусу грипу.

Використовуючи власні напрацювання
2006 р. під час розроблення тест-системи
Real-Time RT-PCR DIA-Influenza H5N1, яка
призначена для діагностики пташиного
грипу А (H5N1) [17], як діагностичні маркери
інфекції пандемічного грипу А(H1N1)2009
ми відібрали лише три гени вірусу грипу: 
М-ген, ген гемаглютиніну (Н1) та нейраміні-
дази (N1). Вирівнювання генетичних послі-
довностей зазначених генів вірусу, що були
доступні в базі даних GeneBank NCBI, дало
змогу визначити консервативні ділянки, які
було використано для створення синтетич-
них позитивних контролів та підбору діа -
гностичних  праймерів і зондів.

Створення позитивних контрольних
зразків. Синтетичні фрагменти генів гемаг-
лютиніну (Н1), нейрамінідази (N1) та М-
гена вірусу грипу А фланкували сайтами

рестрикції EcoRI. Точність синтезу нуклео-
тидних послідовностей, вбудованих у плаз-
міди, підтверджували секвенуванням. За
результатами секвенування було відібрано
лише по три варіанти, які перевіряли за
допомогою реакції Real-Time RT-PCR. 

Використання внутрішнього контроль -
ного зразка (IC-internal control). З метою
зменшення появи можливих хибнонегатив-
них реакцій та підвищення специфічності
реакції виділення РНК з клінічного матеріалу
було використано внутрішній контрольний
зразок (ІС) на основі фага MS2, який додавали
до клінічного зразка на стадії його лізису.  

За результатами досліджень J. Dreier et
al. [18], найбільшою проблемою аналізу
Real-Time RT-PCR є присутність у клінічних
зразках інгібіторів, що призводять до появи
хибнонегативних результатів. Тому дода-
вання до клінічного зразка екзогенної, неін-
фекційної РНК як внутрішнього контролю
(IC-internal control) допомагає стандартизу-
вати весь процес реакції Real-Time RT-PCR.
Авторами запропоновано додавати фаг MS2
до зразків клінічного матеріалу  для моніто-
рингу ефективності виділення РНК, зворот-
ної транскрипції та реакції ампліфікації для
виявлення РНК вірусів людини.

Використана нами РНК фага MS2 прохо-
дила всі етапи виділення одночасно з РНК
вірусу грипу і далі зразок очищеної РНК
вірусу грипу, що містив одночасно і РНК
фага, застосовували для реакції Real-Time
RT-PCR на 1-й стадії аналізу: виявлення
РНК вірусу грипу та РНК IC-internal con-
trol. За результатами ампліфікації IC-кон-
тролю оцінювали ефективність процесу
виділення РНК із клінічного зразка та самої
реакції Real-Time RT-PCR. Нами було підіб-
рано оптимальну кількість внутрішнього
контрольного зразка — 5 мкл (суспензії фага
MS2 в концентрації не менше 1011 клітин на
1 мл) на 150 мкл клінічного зразка, яка дає
змогу оцінити процес виділення вірусної
РНК і ступінь її деградації. Водночас така
гранична доза внутрішнього контролю не
перешкоджає ампліфікації вірусної РНК
в концентрації нижче 1 000 копій/мл.

Відбір методики виділення РНК з клі-
нічних зразків. На основі попередніх дослі -
джень під час розроблення тест-системи Real-
Time RT-PCR для діагностики пташиного
грипу ми відібрали методику виділення РНК
вірусів за процедурою з використанням mini
spin-колонок. Технологія mini spin-колонок
передбачає адсорбцію РНК вірусу на кремніє-
вій мембрані з подальшим процесом очищен-
ням РНК від клітинних решток. Серед комер-
ційних наборів, відібраних для дослідження
(перелічені в розділі «Матеріа ли і методи»),
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найкращі результати було отри мано у разі
застосування набору NucleoSpin RNA Virus
Kit (Macherey-Nagel GmbH, Німеччина). Ця
методика виділення була однаково ефектив-
ною як у моно-, так і в мультиплексному
варіанті, тобто одночасне виділення й очи-
щення РНК вірусу грипу та РНК внутрішньо-
го контролю з таких клінічних зразків, як
слиз, носоглоткові змиви, мокротиння.

Підбір оптимальних умов реакції Real-
Time RT-PCR. З метою зменшення часу для
проведення реакції виявлення вірусу грипу А
та генотипування Каліфорнійського штаму
за генами Н1 та N1 ми використали методику
зворотної транскрипції РНК та ампліфікації
в одній пробірці. На сьогодні є комерційні
набори реагентів різних виробників для вирі-
шення поставленого завдання. За показника-
ми точності реакції транскрипції та ампліфі-
кації такі набори не поступаються методикам
тестування в різних пробірках. Перевага
однопробіркового варіанта полягає в скоро-
ченні часу тестування зразка та мінімізації
впливу людського фактора на кінцевий
результат. У процесі роботи ми встановили,
що з перелічених в розділі «Матеріали і мето-
ди» реакційних сумішей різних виробників
найкращі результати ампліфікації для роз-
роблених нами пар праймерів та ДНК-зондів
як на 1-й, так і на 2-й стадії ідентифікації
вірусу грипу було отримано у разі викорис-
тання комерційного набору одночасної зво-
ротної транскрипції та ампліфікації AgPath-
ID One Step RT-PCR Kit (Ambion, США). 

Після серії експериментальних випробу-
вань було підібрано оптимальні температур-
ні режими роботи для праймерів та ДНК-
зондів на кожній стадії ідентифікації вірусу
грипу. Температурний режим роботи прила-
ду ABI PRIZM 7000 для 1-ї стадії діагности-
ки– скринінг для виявлення вірусу грипу А:
зворотна транскрипція — 45 хв за 45 °С,
інактивація ензимів зворотної транскрипції —
10 хв, 95 °С; 1 цикл, ампліфікація — 40 цик-
лів: денатурація — 0,15 хв за 95 °С, відпал
праймерів — 0,30 хв, 57 °С, подовження
ланцюга ДНК — 0,30 хв за 72 °С. 

На 2-й стадії діагностики — генотипуван-
ня вірусу грипу А(H1N1)2009 — Калі фор -
нійський варіант: зворотна транскрипція —
45 хв за 45 °С, інактивація ензимів зворотної
транскрипції — 10 хв, 95 °С; 1 цикл, ампліфі-
кація — 40 циклів: денатурація — 0,15 хв,
95 °С, відпал праймерів — 0,30 хв за 57 °С,
подовження ланцюга ДНК — 0,30 хв за 72 °С. 

Методики Real-Time RT-PCR. З метою
мінімізації часу для діагностики пандеміч-
ного грипу А(H1N1)2009 Каліфорнійський
штам ми розробили методику двостадійного
мультиплексного аналізу Real-Time RT-PCR

(варіант TaqMan probe). У процесі створення
діагностичної тест-системи було відібрано
8 пар праймерів і ДНК-зондів.

У розробленій нами тест-системі DIA
Influenza H1N1, яка призначена для вияв-
лення РНК вірусу грипу А на 1-й стадії діаг-
ностики клінічних зразків — скринінгу для
виявлення вірусу грипу А — використовува-
ли праймери і TaqMan-зонд, кон’югований
з двома барвниками — FAM (флуорофор)
і BHQ1 (гасник флуоресценції), які ініцію-
ють ампліфікацію ділянки гена M2 вірусу
грипу А, що кодує матричний протеїн.
Реакцію виявлення гена M2 проводять одно-
часно з детекцією IC-контролю в мульти -
плексному форматі за допомогою праймерів
та TaqMan-зонда, який реєстрували каналом
JOE. Схему розробленого формату аналізу
Real-Time RT-PCR зображено на рисунку. 

На 2-й стадії діагностики — генотипу-
вання пандемічного вірусу грипу А(H1N1)
2009 — застосовували праймери і TaqMan-
зонди для ідентифікації гемаглютиніну Н1
та нейрамінідази N1. Реакцію генотипуван-
ня Real-Time RT-PCR проводили в муль-
типлексному форматі з детекцією каналами
FAM — H1 і JOE — N1. Розроблені прайме-
ри та зонди є унікальними, виявляють лише
генетичні послідовності каліфорнійських
штамів і не мають гомології з іншими субти-
пами вірусу грипу А.

Оцінка аналітичних характеристик
тест-системи. Діагностичну чутливість та
специфічність, а також межу детекції тест-
системи оцінювали спочатку за допомогою
розроблених нами виробничих панелей,
потім під час роботи зі штамами вірусу
грипу А різних субтипів, на клінічному
матеріалі, що містив і не містив вірус грипу
(див. розділ «Матеріали і методи»).  

Схема діагностики пандемічного вірусу грипу
А(H1N1), Каліфорнійський штам 

за допомогою тест-системи DIA Influenza H1N1

1-ша стадія

2-га стадія
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За результатами досліджень внутрішньо-
виробничої панелі ПП-101 ВПП-01 аналітична
чутливість (межа детекції) тест-системи DIA
Influenza H1N1 становила 1 000 копій/мл.

Для визначення діагностичної чутливос-
ті тест-системи DIA Influenza H1N1 вико-
ристовували зразки клінічного матеріалу
(носоглоткові змиви, мокротиння хворих на
грип та зразки референтних препаратів
хоріоналантоїсної рідини курячих ембріо-
нів, що містили штами вірусів грипу).
Дослідження зазначених зразків проводили
паралельно за допомогою двох методик: 
тест-системи DIA Influenza H1N1 та комер-
ційного набору праймерів і зондів, рекомен-
дованого ВООЗ та CDC-протоколу — TaqMan
Influenza A (H1N1) Assay(від 15 липня 2009 р.).

Дослідивши 10 клінічних зразків, які
було отримано з військового госпіталю з
позитивними результатами, підтверджени-
ми на тест-системі Seeplex® Influenza
A(H1N1pandemic), Seegene Inc. (Корея), вия-
вили 8 позитивних (№ 754, 258, 57/4, 32, 39,
44, 46, 47). Результати порівняльних дослід-
жень клінічних зразків подано в таблиці.

Три зразки — №57/2, 57/3, 57/4 — було
взято від одного хворого з певним інтервалом
часу. Два перших зразки ідентифіковано за 
обома методиками як негативні. У першій 

пробі цього пацієнта (зразок №57/2) за допо-
могою протоколу CDC TaqMan Influenza A
(H1N1) Assay не було виявлено жодного мар-
кера вірусу грипу пандемічного штаму.
У зразку № 57/3 виявили лише маркер
гемаглютиніну Н1 swine, що не може слугу-
вати доказом наявності у хворого вірусної
інфекції грипу пандемічного штаму згідно
з рекомендаціями ВООЗ (результати подано
в таблиці). Відповідну кореляцію результа-
тів тестування цих зразків спостерігали,
досліджуючи їх у тест-системі DIA Influenza
H1N1. Єдиною відмінністю виявився пози-
тивний результат у зразка № 57/3 за геном
нейрамінідази (N1), але його також не
можна трактувати як позитивний відповід-
но до інструкції тест-системи. 

Два перших зразки було взято в період
низького вірусного навантаження. Оскільки
у тест-системі Seeplex® Influenza A(H1N1
pandemic) вони також мали сумнівний
результат, їх ідентифікували як негативні в
обох тест-системах. А третій зразок —
№57/4 — був чітко ідентифікований обома
тест-системами як позитивний за всіма діаг-
ностичними маркерами інфекції. Отже,
можна стверджувати, що діагностична чут-
ливість розробленої нами тест-системи 
DIA Influenza H1N1 досягла 100% під час 

№
п/п

№
зраз -

ка

Тест-система
Seeplex®
Influenza

A(H1N1pan-
demic), Seegene

Inc., Корея

Протокол ВООЗ та CDC TaqMan
Influenza A (H1N1) Assay

Тест-система DIA Influenza H1N1
(pandemic), Діапроф-Мед (Україна)

Грип А
загальна

(Ct)

Грип А
swine

H1 (Ct)

H1
swine
(Ct)

RNaseP
(внутр.

контроль)
(Ct)

IC (внутр.
контроль)

(Ct)

Грип А
загальний

(Ct)

H1-2009
(pandem)

(Ct)

N1-2009
(pandem)

(Ct)

1 754 + +
(34,51)

+
(31,31)

+
(31,26)

+
(24,11)

+
(19.29)

+
(28.37)

+
(27.40)

+
(30,02)

2 258 + +
(32,33)

+
(34,51)

+
(30,60)

+
(24,00)

+
(20,59)

+
(32,09)

+
(33,86)

+
(33,90)

3 57/2 ± -     -     -     +
(23,48)

+
(21,23)

+
(38,27) - -

4 57/3 ± -    -    +
(38,55)

+
(24,93)

+
(20,36)

+
(36,13) - +

(33,41)

5 57/4 + +
(32,56)

+
(33,73)

+
(32,18)

+
(23,13)

+
(22,56)

+
(35,27)

+
(25,33)

+
(24,60)

6 32 + +
(30,12)

+
(29,59)

+
(32,44)

+
(20,67)

+
(20,39)

+
(25,39)

+
(26,69)

+
(25,66)

7 39 + +
(34,89)

+
(31,17)

+
(28,77)

+
(24,36)

+
(18,69)

+
(27,27)

+
(26,33)

+
(24,48)

8 44 + +
(38,14)

+
(37,81)

+
(34,21)

+
(24,33)

+
(15,18)

+
(13,29)

+
(20,98)

+
(23,51)

9 46 + +
(38,16)

+
(36,77)

+
(33,12)

+
(23,15)

+
(15,66)

+
(18,19)

+
(23,58)

+
(26,54)

10 47 + +
(33,38)

+
(37,11)

+
(36,17)

+
(25,12)

+
(17,53)

+
(25,00)

+
(24,89)

+
(25,84)

Результати тестування клінічних зразків за тест-системою DIA Influenza H1N1 (Діапроф-Мед, Україна)
та рекомендованим ВООЗ і CDC-протоколом TaqMan Influenza A (H1N1) Assay

Примітка: + — позитивний результат або наявність  сигналу в досліджуваному зразку;
± — невизначений результат або слабо позитивний сигнал в досліджуваному зразку;
– негативний результат або відсутність сигналу в  досліджуваному зразку.
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дослідження клінічних зразків, взятих від
хворих на грип, що підтверджено в двох аль-
тернативних діагностичних тестах: Seeplex®
Influenza A(H1N1pandemic), Корея, та прото-
колу CDC TaqMan Influenza A (H1N1) Assay.

Дослідження двох референтних зразків
хоріоналантоїсної рідини, що містили штами
сезонного грипу А/FM1/47 (H1N1) і А/Panama/
2007/99 (H3N2) за допомогою розробленої
нами тест-системи DIA Influen za H1N1 пока-
зали лише позитивний результат на 1-й стадії
скринінгу за М-геном, що свідчить про при-
сутність у зразку вірусу грипу А. Водночас, за
генами H1 та N1 у цих зразках було отримано
негативні результати, що вказує на відсут-
ність Каліфор ній ського штаму пандемічного
вірусу грипу А(H1N1)2009.

Специфічність тесту оцінювали, дослід-
жуючи референтний препарат вірус грипу В
(В/HongKong/330/01) і неінфіковану хоріон -
алантоїсну рідину курячих ембріонів.
Перехресних реакцій не спостерігали, що
свідчить про 100%-ну специфічність тест-
системи стосовно представника гетерологіч-
ної групи патогенів.

Таким чином, на підставі проведених
нами досліджень було розроблено вітчизня-
ну тест-систему DIA Influenza H1N1, яка дає
змогу виявляти клінічні зразки, що містять
РНК тільки пандемічного вірусу грипу А
(Каліфорнійський штам) з наступною іден-
тифікацією генів гемаглютиніну H1 і нейра-
мінідази N1 одночасно в одній пробірці
у форматі двостадійного мультиплексного
аналізу Real-Time RT- PCR. 

Аналітична чутливість тест-системи DIA
Influenza H1N1 становить 1 000 копій/мл.

Діагностична чутливість тест-системи
DIA Influenza H1N1 — 100% під час дослід-
ження клінічних зразків, взятих від хворих
на грип, що підтверджено двома альтерна-
тивними діагностичними тестами: Seeplex®
Influenza A(H1N1pandemic), Корея, та прото-
колу CDC TaqMan Influenza A (H1N1) Assay.

Специфічність тест-системи DIA Influen -
za H1N1 становила 100% стосовно гетероло-
гічної групи патогенів.
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РАЗРАБОТКА ТЕСТ-СИСТЕМЫ 
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ПАНДЕМИЧЕСКОГО

ШТАММА ВИРУСА ГРИППА А (H1N1 2009)
С ПОМОЩЬЮ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ

РЕАКЦИИ  В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ 
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Вирусы гриппа А занимают существенное
место в структуре заболеваемости людей остры-
ми респираторными вирусными инфекциями,
которые составляют почти 90% от всех других
инфекционных болезней. По данным Всемирной
организации здравоохранения, только тяжелы-
ми формами гриппа в мире ежегодно заболевают
3–5 млн. человек, из них 45–60% — дети.
Экономический ущерб от сезонного эпидемичес-
кого гриппа достигает около 85% экономичес-
ких потерь от инфекционных болезней в целом.

Опыт борьбы с гриппом, накопленный за
последние годы, показал, что для разработки и
проведения эффективных противоэпидемичес-
ких мероприятий необходимо построение систе-
мы постоянного мониторинга за циркуляцией
вируса гриппа, базирующейся на использова-
нии лабораторных методов точной и быстрой
идентификации и характеристики циркули-
рующих штаммов вируса гриппа А. Среди
методов лабораторной диагностики гриппа
наиболее эффективным считается метод поли-
меразной цепной реакции. В работе представ-
лены данные по разработке диагностической
тест-системы в формате двухстадийного муль-
типлексного RT-PCR-анализа в режиме реаль-
ного времени для выявления и генотипирования
пандемического вируса гриппа А (H1N12009).
Результаты лабораторно-экспериментальных
исследований тест-системы DIA Influenza
H1N1 показали, что она является эффектив-
ной и специфичной для выявления калифор-
нийских штаммов пандемического вируса
гриппа А (H1N12009) и может быть использо-
вана для диагностики заболеваний, обуслов-
ленных этим штаммом вируса. Проведенные
клинические испытания в ходе государствен-
ной регистрации в Минздраве Украины пока-
зали чувствительность и специфичность тест-
системы DIA Influenza H1N1 на уровне 100%. 

Ключевые слова: пандемический вирус
гриппа А (H1N1), полимеразная цепная
реакция в режиме реального времени,
диагностическая тест-система.

DEVELOPMENT OF TEST KIT 
FOR DETECTION OF PANDEMIC STRAIN

INFLUENZA VIRUS A (H1N1 2009) 
BY REAL TIME POLYMERASE CHAIN

REACTION 
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S. L. Rybalko2, M. Y. Spivak3

1PJSC SPC «DIAPROPH-MED», Kyiv
2Institute of Epidemiology and Infectious 
diseases of Academy of Medical Sciences 
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Influenza viruses A play an important role in
the structure of the incidence of people with
acute respiratory viral infection, which make up
90% from all other infectious diseases. Accor -
ding to the World Health Organization, only
severe flu worldwide suffer annually 3.5 million,
of which 45–60% are children. An economic loss
from seasonal flu epidemic is in average about
85% of economic losses from infectious diseases
in general.

The experience of fighting the flu, accumula-
ted over the years, has shown that to develop and
deliver effective preventive measures necessary
to build a system of permanent monitoring for
influenza virus circulation, based on use of labo-
ratory methods for accurate and rapid identifi-
cation and characterization of circulating strains
of influenza virus A. Among the methods of
laboratory diagnosis of influenza, the most
effective is a method of polymerase chain reac -
tion. Data on the development of diagnostic test
kits in the format of two-stage multiplex RT-
PCR-analysis for detection and genotyping of
pandemic influenza virus A (H1N12009) are
given. The results of laboratory and experimen-
tal research of «DIA Influenza H1N1» test sys-
tem showed that it is effective and specific for
detection of California pandemic influenza virus
A (H1N12009) strains and can be used to diagno-
se disease caused by this strain of virus. Clinical
trial of the course of the State registration by
Ministry of Health of Ukraine have shown sensi-
tivity and specificity of «DIA Influenza H1N1»
test systems up to 100%. 

Key words: pandemic influenza virus A (H1N1),
polymerase chain reaction in real time, diagnos-
tic test system.
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Молочна сироватка є продуктом з при-
родним набором поживних і біологічно
повноцінних компонентів. За якісним скла-
дом і кількістю макро- та мікроелементів
напої на її основі значно перевершують тра-
диційні освіжаючі напої, включаючи і міне-
ральні води. Молочна сироватка містить
майже всі компоненти молока, має низьку
енергетичну цінність і може бути використа-
на для виробництва продуктів дієтичної
групи. Також сироватка має високу біоло-
гічну цінність, яку зумовлюють протеїнові
речовини, а також вітаміни, гормони, орга-
нічні кислоти, антитіла та інші. Вироб -
ництво ферментованих напоїв на основі
молочної сироватки — один з актуальних
напрямів переробки побічної молочної сиро-
вини. У таких напоях поєднуються цінні
компоненти як сироватки, так і продуктів
метаболізму мікроорганізмів, утворених під
час бродіння (етиловий спирт, леткі кисло-
ти, ензими, різноманітні ароматичні сполу-
ки тощо). У молокопереробній галузі достат-
ньо гострою є проблема утилізації молочної
сироватки, яка має високу харчову і біоло-
гічну цінність, оскільки містить у своєму
складі половину сухих речовин молока.

Також актуальним є раціональне викорис-
тання сировинних ресурсів у молочній про-
мисловості, що слугує одним з основних фак-
торів підвищення ефективності виробництва.
Особливої ваги ця проблема набуває у зв’язку
зі значними об’ємами переробки молока
і недостатнім упровадженням промислових
технологій використання побічної молочної
сировини, в основному молочної сироватки.
У процесі виготовлення сиру сичужного її
вихід становить 70–90%, сиру кисломолоч-
ного — 70–80%, казеїну — 75% [1–3].

З підвищенням закупівельних цін на
молочну сировину та впровадженням техноло-
гій виробництва сучасного асортименту
молочно-протеїнових продуктів перероблення
молочної сироватки стає дедалі доцільнішим.
Існує багато способів її промислової перероб-
ки, один з найефективніших та найменш
витратних — виробництво напоїв бродіння. 

Метою роботи було дослідження бро-
дильної активності різних видів лактозо -
зброджувальних мікроорганізмів у сироват-
ко-солодовому суслі та придатності їх для
одержання напоїв бродіння на основі віднов-
леної суміші сухої сироватки та солоду.

УДК 637.344

БРОДИЛЬНАБРОДИЛЬНА АКТИВНІСТЬАКТИВНІСТЬ
ЛАКТОЗОЗБРОДЖУВАЛЬНИХ ДРІЖДЖІВ ЛАКТОЗОЗБРОДЖУВАЛЬНИХ ДРІЖДЖІВ 

У СИРОВАТКО-СОЛОДОВОМУ СУСЛІ У СИРОВАТКО-СОЛОДОВОМУ СУСЛІ 
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Експериментально досліджено основні показники бродіння сироватко-солодового сусла з ви ко рис -
танням різних штамів лактозброджувальних дріжджів. За результатами досліджень бродильної
активності різних видів лактозброджувальних мікроорганізмів у сироватко-солодовому суслі
виявлено, що найбільш активно спиртове бродіння за всіма показниками проходило в суслі,
ферментованому мікроорганізмами Zygosaccharomyces lactis 868-K і Saccharomyces lactis 95.
Встановлено  високу здатність до утилізації вуглеводів солоду, які представлені легкозасвоюваними
вуглеводами солодового екстракту. Також проведено органолептичне оцінювання ферментованих
сироваткових напоїв, отриманих з відновленої суміші сухої сироватки і солоду та зброджених
дріжджами Zygosaccharomyces lactis 868-K і Saccharomyces lactis 95. Виявлено, що напій, зброджений
дріжджами Zygosaccharomyces lactis 868-K, має виражений освіжаючий аромат житнього хліба з фрук -
товими тонами. Спостерігається зростання інтенсивності ароматизації комп лексу зразка з мікро -
організмами Saccharomyces lactis 95, що свідчить про високі органолептичні показники напою.
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Матеріали і методи

Об’єктами дослідження були лактозо -
зброджувальні мікроорганізми Zygosaccharo -
myces lactis 868-K, Kluyveromyces lactis
2452, Saccharomyces casei, Saccharomyces
cerevisiae M-5, Saccharomyces lactis 95,
Kluyveromyces lactis 469 з «Колекції штамів
мікроорганізмів та ліній рослин для харчо-
вої і сільськогосподарської біотехнології»
ДУ «Інститут харчової біотехнології та гено-
міки» НАН України. 

Зміну показників біохімічної активності
лактозозброджувальних дріжджів у процесі
культивування визначали за активною кис-
лотністю середовища, характером спиртово-
го бродіння, глибиною утилізації субстрату.
При цьому досліджувані раси в подальшому
визначатимуться як Saccharomyces casei (1),
Saccharomyces cerevisiae M-5 (2), Kluyvero -
myces lactis 2452 (3), Kluyveromyces lactis
469 (4), Saccharomyces lactis 95 (5), Zygo -
saccharo myces lactis 868-K (6) з умовними
позначеннями від 1 до 6 відповідно. 

Посівний матеріал для дослідів готували
таким чином. Культуру вирощували на
штрихових пластинах із солодовим суслом
у термостаті за температури 30 °С протягом
24 год. Після цього переносили клітини
з розрахунку 1·106 КУО/см3 середовища в
колби об’ємом 2 дм3 з 1 дм3 стерильного соло-
дового сусла (8% сухих речовин). Культи ву -
ван ня мікроорганізмів проводили на качалці
з 220 об/хв упродовж 24 год за темпе ратури
30 °С. Вирощену біомасу виділяли з культу-
ральної рідини шляхом фільтрування на
вакуум-фільтрі.

Живильне середовище для зброджуван-
ня готували таким чином: сухі солод житній
ферментований та сироватку змішували в
співвідношенні 1:2, далі суху суміш (10%)
вносили до попередньо підігрітої до темпера-
тури 35–45 °С води і проводили від нов -
лення, інтенсивно перемішуючи. Темпера -
туру суміші поступово підвищували до
75–80 °С для переведення екстрактивних
речовин в розчин, за цієї самої температури
здійснювали пастеризацію сусла. Охоло -
джену до 25–30 °С суміш піддавали деканту-
ванню для видалення денатурованих протеї-
нів молочної сироватки та осаду солоду. Для
зброджування сусла використовували дріж-
джі в пресованому вигляді з масовою час-
ткою вологи 75%; дозування — 1,25 г на
100 м3. Колби закривали сірчанокислими
за творами і ставили в термостат. Збро джу -
вання сусла здійснювали за температури 30 °С.
У контрольному варіанті готували сусло на
основі води за класичною технологією

з використанням дріжджів Saccharomyces
cerevisiae Р-87 [4]. У процесі бродіння контро-
лювали кількість виділеного діоксиду вугле-
цю ваговим методом [5]. Зрілу бражку підда-
вали перегонці для визначення в дистиляті
масової частки спирту [6]. У сироватко-соло-
довому суслі рН визначали потенціометрично
[7] (до бродіння 5,65), вміст редукуючих речо-
вин — йодометричним методом [8] (5,24%). 

Для подальших досліджень органолептич-
них показників напоїв бродіння, отриманих з
відновленої суміші сухої сироватки і солоду,
застосовували сенсорний аналіз. Для його
проведення послуговувались кількісним опи-
совим профільним методом з п’я ти рівневою
шкалою інтенсивності, що дає змогу ілюстру-
вати сенсорні показники напоїв. Для характе-
ристики інтенсивності ознак використовува-
ли п’ятибальну шкалу: 0 балів — ознака
від сутня, 1 бал — виражена ледь помітно, 2 —
слабовиражена, 3 — виражена помірно, 4 —
значно виражена, 5 — яскраво виражена.

Результати та обговорення

Відомо, що спиртове бродіння супрово -
джується не лише накопиченням етанолу,
а й виділенням діоксиду вуглецю. Основним
показником інтенсивності процесу бродіння
є кількість виділеної за одиницю часу вугле-
кислоти, тому бродіння тривало до закінчен-
ня виділення діоксиду вуглецю [9, 10]. 

Динаміку накопичення вуглекислоти різ-
ними видами лактозозброджувальних мікро-
організмів у суслі на основі відновленої сумі-
ші сироватки і солоду подано на рис. 1.

Отримані дані свідчать, що досліджені
дріжджі мають різну бродильну активність.
Пік бродильної активності спостерігається
на 1-шу–3-тю добу ферментації. Аналіз

Рис. 1. Динаміка накопичення діоксиду вуглецю
в сироватко-солодовому суслі залежно 

від виду дріжджів:
1 — Saccharomyces casei;
2 — Saccharomyces cerevisiae M-5; 
3 — Kluyveromyces lactis 2452;
4 — Kluyveromyces lactis 469;
5 — Saccharomyces lactis 95
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накопичення діоксиду вуглецю під час бро-
діння різними видами мікроорганізмів
показує, що лактозозброджувальні дріжджі
Zygo saccharomyces lactis 868-K у сироватко-
солодовому суслі розвиваються найінтен-
сивніше порівняно з іншими штамами (2,45
г/100 см3 сусла на 5-ту добу культивування).
Однак порівняно з контролем кількість виді-
леної вуглекислоти нижча на 1,07 г/100 см3.
Дріжджі Saccharomyces lactis 95 (зразок 5)
утилізують вуглеводи з виділенням на 4-ту
добу бродіння 0,5 г діоксиду вуглецю на 100 см3

середовища. Водночас зразки 1–4 мають
меншу енергію бродіння (виділяють від 0,13
до 0,23 г/100 см3 сусла). Одержані результа-
ти вказують на високу біохімічну актив-
ність дріжджів Zygosaccharomyces lactis
868-K та Saccharomyces lactis 95. Інтенсивне
виділення діоксиду вуглецю свідчить про
початок основного бродіння, за якого прохо-
дить активне зброджування вуглеводів.
Згодом кількість виділеного діоксиду вугле-
цю поступово зменшується і настає стадія
доброджування, тривалість якого становить
2/3 часу бродіння. Під час цього процесу
проходить дооцукровування вуглеводів
ензимами і зброджування отриманих цукрів
до спирту і вуглекислоти. В експеримен-
тальному дослідженні доброджування сусла
закінчується на 4-ту добу (рис. 1). До цього
часу майже всі редукуючі вуглеводи були
утилізовані дріжджовими клітинами. 

Наступний етап дослідження — визна-
чення продуктивності лактозозброджуваль-
них мікроорганізмів за вмістом етилового
спирту в бражному дистиляті та активною
кислотністю збродженого сусла на кінцевий
термін ферментації. Дані щодо активної
кислотності та кількості етилового спирту в
збродженому суслі за використання різних
рас дріжджів наведено на рис. 2.

Як видно з показників сусла після бро-
діння різними видами дріжджів, найефек-
тивнішу бродильну активність виявили
мікроорганізми виду Zygosaccharomyces lac-
tis 868-K і Saccharomyces casei (4,5 та 1,7 об. %).
Відносно високий вміст етилового спирту
також спостерігався в зразках № 2 та № 5
із Saccharomyces cerevisiae M-5 і Saccha ro -
myces lactis 95 (1,3 та 1,2 об. %) відповідно.
У разі використання інших лактозозброджу-
вальних дріжджів вміст етилового спирту за
тих самих умов бродіння нижчий. Щодо
активної кислотності, то найвищу здатність
до її зміни в процесі ферментації сусла мала
культура дріжджів Kluyvero myces lactis
2452, показник рН становив 4,3, що було
наслідком високої бродильної активності.

Метаболізм лактозозброджувальних дріж -
джів зумовлений перебігом хімічних реакцій,
що каталізуються ензимами і пов’я зані з гід-
ролізом лактози і моносахаридів солоду як
джерела вуглеводів. У зв’язку з цим ми визна-
чали кількість редукуючих речовин, що зали-
шились після завершення процесу бродіння
сусла із сироватки та солоду різними видами
дріжджів (результати подано на рис. 3).

Як видно з рис. 3, у зразках (1–5) вміст
редукуючих речовин суттєво не відрізнявся
і становив від 3,00 до 4,19%, тобто 20–43%
від початкового вмісту. Це свідчить про не -
ви со ку активність ензимів, що каталізують
гід ро ліз лактози. В суслі з дріжджами Zygo -
sac cha ro myces lactis 868-K спостерігався
майже повністю завершений процес бродін-
ня та утилізації вуглеводів, вміст редукую-
чих речовин — 0,07%, що суттєво нижче,
ніж у контролі (1,03%). Отримані дані свід-
чать, що дріжджі Zygosaccharomyces lactis
868-K мають найвищу бродильну активність
щодо вуглеводів сироватки. 

Рис. 2. Активна кислотність (а) та кількість
етилового спирту (б) у збродженому суслі за

використання різних рас дріжджів (1–6):
1 — Saccharomyces casei;
2 — Saccharomyces cerevisiae M-5; 
3 — Kluyveromyces lactis 2452;
4 — Kluyveromyces lactis 469;
5 — Saccharomyces lactis 95;
6 — Zygosaccharomyces lactis 868-K

а б Рис. 3. Кількість редукуючих речовин 
у збродженому суслі на основі молочної

сироватки та солоду залежно від виду дріжджів:
контроль — Saccharomyces cerevisiae Р-87;
1 — Saccharomyces casei;
2 — Saccharomyces cerevisiae M-5; 
3 — Kluyveromyces lactis 2452;
4 — Kluyveromyces lactis 469;
5 — Saccharomyces lactis 95;
6 — Zygosaccharomyces lactis 868-K
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Тривале зброджування сироватко-солодо-
вого сусла різними видами дріжджів показа-
ло, що мікроорганізми активно розвивались
у перші 2 доби ферментації, далі переходили
в стаціонарну фазу росту і завершували бро-
діння на 5-ту добу. З урахуванням результа-
тів досліджень бродильної активності різних
видів лактозозброджувальних мікроорганіз-
мів у сироватко-солодовому суслі можна зро-
бити висновок, що найбільш активно спирто-
ве бродіння за всіма показниками проходило
в суслі під час зброджування дріжджами
Zygosaccharo myces lactis 868-K і Saccharo my -
ces lactis 95. Вони виявили високу здатність
до утилізації вуглеводів, присутніх у солоді,
які представлені як лактозою, так і легкоза -
своюваними вуглеводами солодового екс-
тракту. Дріжджі Saccharomyces casei та
Saccharo myces cerevisiae M-5 виявили дещо
нижчу бродильну активність. Проте кіль-
кість виділеного етанолу є достатньою згідно
з вимогами до ферментованих напоїв [11].

Профілограми смаку і аромату сироват-
ко-солодових напоїв наведено на рис. 4.

Органолептичні профілі показують схожість
сенсорних характеристик зразків. Так, напій,
зброджений дріжджами Zygosac charomyces lac-
tis 868-K, має виражений осві жаючий аромат
житнього хліба із фруктовими тонами. Спо сте -
рі гає ться зростання інтенсивності ароматичного
комплексу зразка з мікроорганізмами Saccha ro -
myces lactis 95, що свідчить про високі органо-
лептичні показники напою. Цей напій характе-
ризується гармонійним кисло-фруктовим
ароматом з освіжаючим смаком.

Таким чином, було вивчено основні
показники бражок, ферментованих різними
штамами лактозозброджувальних дріжджів.
Проведені дослідження показали, що най-
більш придатним до зброджування сироват-
ко-солодового сусла, отриманого з відновле-
ної суміші сухої сироватки та солоду, є штам
дріжджів Zygosaccharomyces lactis 868-K. 

Високі органолептичні властивості про дук -
тів, отриманих з відновленої суміші сухої сиро-
ватки і солоду, визначають доціль ність широ-
кого впровадження технології ферментованих
сироваткових напоїв з використанням лакто-
зозброджувальних дріжджів Saccha ro myces
lactis 95 та Zygo sac cha romyces lactis 868-K як на
молокопереробних заводах, так і на підприєм-
ствах з виробництва безалкогольних напоїв. Це
дасть змогу забезпечити попит споживачів на
даний вид продукції та організацію безвідход-
ного виробництва в молочній промисловості.

Рис. 4. Профілограми смаку і аромату сироватко-
солодових напоїв, ферментованих різними

штамами лактозозброджувальних дріжджів

Інтенсивність, бали Характеристика ознаки

0 Відсутня

1 Виражена ледь помітно

2 Слабо виражена

3 Помірно виражена

4 Значно виражена

5 Яскраво виражена
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БРОДИЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ
ЛАКТОСБРАЖИВАЮЩИХ ДРОЖЖЕЙ
В СЫВОРОТОЧНО-СОЛОДОВОМ СУСЛЕ

Е. В. Грек1

Е. А. Красуля1

Е. А. Тигунова2
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Экспериментально исследованы основные
показатели брожения сывороточно-солодового
сусла с использованием различных штаммов
лактосбраживающих дрожжей. По результа-
там исследований бродильной активности раз-
личных видов лактосбраживающих микроор-
ганизмов в сывороточно-солодовом сусле
выявлено, что наиболее активно спиртовое
брожение по всем показателям проходило
в сусле, ферментированном микроорганизма-
ми Zygosaccharomyces lactis 868-K и Saccharo -
myces lactis 95. Установлена высокая  способ-
ность к утилизации углеводов солода, которые
представлены легкоусвояемыми углеводами
солодового экстракта. Также проведена орга-
нолептическая оценка ферментированных
сывороточных напитков, полученных из вос-
становленной смеси сухой сыворотки и солода,
сброженных дрожжами Zygosaccharomyces
lactis 868-K и Saccharomyces lactis 95. Выяв -
лено, что напиток, сброженный дрожжами
Zygosaccharomyces lactis 868-K, имеет выра-
женный освежающий аромат ржаного хлеба
с фруктовыми тонами. Наблюдается рост
интенсивности ароматизации комплекса
образца с микроорганизмами Saccharomyces
lactis 95, что свидетельствует о высоких орга-
нолептических показателях напитка.

Ключевые слова: молочная сыворотка, сы во -
ро точно-солодовое сусло, лакто сбражи вае мые
дрожжи, спиртовое брожение, фер мен та ция,
органолептическая оценка.

FERMENTATION ACTIVITY 
OF LACTOSE-FERMENTATION YEAST 

IN WHEY-MALT WORT
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The main parameters of fermentation of
whey-malt wort with the use of different strains
of lactose-fermentation yeast was investigated
experimentally. According to the findings of
investigation of fermentive activity for diffe-
rent types of lactose-fermentation microorga-
nisms in whey-malt wort it was found that the
most active spirituous fermentation for all para-
meters was in wort fermented by microorga-
nisms Zygosaccharomyces lactis 868-K and
Saccharomyces lactis 95. High capacity for utili-
zation of malt carbohydrates represented by
easily metabolized carbohydrates of malt extract
was determined. Also organoleptic analysis of
fermented whey drinks derived from the rene-
wed mixtures of dry whey and fermented malt
and yeast Zygosaccharomyces lactis 868-K and
Saccharomyces lactis 95 was carried out. It was
found that the drink fermented with yeast
Zygosaccharomyces lactis 868-K had intense ref-
reshing flavor of rye bread with fruit tones.
Intensity growth of aromatization for complex
of sample with microorganisms Saccharomyces
lactis 95, indicating high organoleptic indexes of
the drink was observed. 

Key words: whey, whey-malt wort, lactose-fer-
mentation yeast, spirituous fermentation, fer-
mentation, the organoleptic evaluation.
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Organic acids play an important role in wine
biotechnology because of the taste im par ted by
the concentration, of the different organic
acids. Organic acids in wine include tartaric,
malic, citric, lactic, acetic, succinic and others.
Concentration of organic acids varies depending
on different factors such as temperature, pH,
concentration of oxygen and carbon dioxide. 

Wine taste depends mainly on the ratio of
tartaric acid to malic one. If the ratio of these
acids is about 2 or less, the wine will not be har-
monious and will have a sour aftertaste. On the
contrary, wine stock with the best flavor and
bouquet will be obtained at a ratio of tartaric to
malic acid equal coefficient 3 and more.

Some organic acids have their own specific
taste and aroma. For example citric acid gives
freshness to wine, succinic acid has salty-bit-
ter taste, and malic acid gives the taste of
green apples. However, malic acid may exhibit
different flavours depending on the concen-
trations of ethanol, tannic acids, sugar, aro-
matic and mineral substances. Making quanti-
tative changes in the ratio of these compounds
makes it possible to achieve the tastes of dif-
ferent harmonious acidity [1, 2]. 

Buffering also plays an important role in
formation of taste that results mostly from

potassium ions in malic acid and, to a lesser
extent, from small ions of Ca2+, Mg2+, and Na+.
In sparkling wines, acidic harmony is con-
trolled by concentrations of sugar and carbon
dioxide, but in dry wines it is controlled by
concentrations of organic acids [3, 4].

Interaction of organic acids and alcohol,
with their degradation products (example of
tartaric acid degradation) play an important
role in forming of organoleptic properties of
wine stocks, which is very important in wine
biotechnology.

Organic acids commence to be accumulated
in the grapes at the moment when grapes begin
to accumulate and concentrate sugar. At the
moment of reduced accumulation of organic
acids, titratable acidity decreases sharply [5, 6]. 

During fermentation of grape must with
high titratable acidity, decreasing acidity
indicates the completion of fermentation. The
amount of tartaric and malic acids decrease,
however the amount of citric and succinic
acids increase, which is natural. Lactic acid is
formed, which is impossible to find in the ripe
grapes. Wine stocks at a high pH have a sour
taste. Therefore, strict adherence to deadlines
in harvesting grapes will be a key to successful
formation of optimal concentration of organic

UDC 634.8:632.93:661.74:663.2
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The biochemical constituents in wine stocks that influence the flavor and quality of wine are investi-
gated in the paper. The tested parameters consist of volume fraction of ethanol, residual sugar, phenolic
compounds, tartaric, malic, citric, lactic, acetic acids, titratable acidity and volatile acids. The wine stocks
that were received from white and red grape varieties Tairov`s selection were tested. There was a correla-
tion between titratable acidity and volatile acids in the wine stocks from white and red grape varieties.
High correlation was also found between lactic and acetic acids, between volatile acids, acetic acid and
sugar. It was determined that wine stocks with a high concentration of ethanol originated from those yeast
strains of Saccharomyces cerevisiae, in a fermented grape must of high speed of enzyme activity. The taste
of wine stocks correlated with the ratio of tartaric to malic acid.  Analysis showed significant differences
between the varieties of white and red wine stocks in concentrations of organic acids, phenolic compounds,
residual sugar, and volume fraction of ethanol.  Positive correlation was indicated for both studied groups
for volatile acids and acetic acid, tartaric, malic, lactic acids and total sugar. Prospective yeast cultures
with high productivity of alcohol (ethanol) were selected for winemaking biotechnology.
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acids for preparation of high-quality wines
with excellent taste and aroma.

Organic acids in wine are of technological
importance and have different dissociation con-
stants. Most of strong organic acids in grapes
and wine is tartaric acid — (Kdis=1.3× 10–3),
next is citric acid (Kdis=8.4×10–4), malic acid
(Kdis=3.95×10–4) , lactic acid (Kdis=1.4 ×10–4),
succinic acid (Kdis=7.4×10–5), acetic acid
(Kdis=1.8×10–5) [7, 8]. Organic acids in wine
play an important role in the taste and quality
of wines. Because a low content of organic acids
resulting in insufficient acidity, wine loses its
fullness and roundness of taste and becomes
characterless and expressionless [9–11].

Each type of wine must correspond to its
optimum acidity. Tingling acidity typical of
sparkling wines, up to incompletely fermented
or freshly fermented grapes must contain car-
bon dioxide, which is produced during fermen-
tation. Organic acids preserve the wine from
bacterial diseases. Under acidic conditions the
redox processes proceed slower, slowing down
the maturation of wine, and prevents iron or
iron-phosphate turbidity as well. Organic
acids influence the bouquet of wine, and form
complex esters with alcohols. A special role in
the maturation of wines belongs to tartaric
acid, which is converted to dioxy-fumaric acid
and restores the taste of wine [12, 13].

The aim of this work is to establish correla-
tions between quantitative contents of organic
acids and the quality of the resulting wine fer-
mented on yeast culture isolated from diffe -
rent industrial varieties in the Tairov`s selec-
tion. To achieve this goal, the following tasks
were undertaken.

To determine the concentrations of the
organic acids in wines made from different
industrial varieties of Tairov`s selection it was
needed to determine among them tartaric, cit-
ric, malic, lactic and acetic acids. Based on
these determinations it would be easier to
determine the quality of investigated wines
using the ratio between tartaric and malic
acids.

Materials and methods

Samples of wine from different industrial
grape varieties were collected after comple ting
fermentation with different yeast cultures of
Saccharmyces cerevisiae during the vintage
season from the vineyard of the Ukrainian
Tairov`s Research Institute of Viticulture and
Oenology, located in the Odessa region of
Ukraine. The total number of the species
selected for the research was thirteen. The fol-

lowing industrial grape varieties were selected
for the research:

– white wine grape varieties: Aromatic,
Odessa`s Muscat, Opalovy (Opaline), Ovidio -
polskij, Selena, Sukholimansky, Zagrey.

– red wine grape varieties: Charivny (Ma -
gic), Illychevsky Early, Odessa`s Black, Odes -
sa`s Pearl, Ruby Jubilee, Tairov`s Ruby.

Yeast strains:
I. Laboratory yeast cultures isolated from

grape must from the vineyard of the Ukrai -
nian Tairov`s Research Institute of Viticul tu -
re and Oenology.

Yeast culture isolated from white wine
grape varieties:

*Y-3444; *MAFF-230106. Saccharo my ces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Aromatic; 

Y-3445; MAFF-230107. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Odessa`s Muskat;

Y-3441; MAFF-230103. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Opalovy (Opaline);

Y-3442; MAFF-230104. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Ovidiopolskij;

Y-3439; MAFF-230101. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Selena; 

Y-3440; MAFF-230102. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Sukholimansky; 

Y-3443; MAFF-230105. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Zagrey.

The designated yeast culture numbers were
derived from those deposited in the MAFF
Collection, National Institute of Agrobio lo gi -
cal Sciences, Genbank of Japan.

* MAFF — Culture Collection of microor-
ganisms Ministry of Agriculture, Forestry
and Fisheries, Tsukuba, Ibaraki, Japan.

Yeast culture isolated from red wine grape
varieties:

Y-3438; MAFF-230100. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Charivny (Magic);

Y-3448; MAFF-230110. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Illychevsky Early;

Y-3447; MAFF-230109. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Odessa`s Black;

Y-3446; MAFF-230108. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Odessa`s Pearl;
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Y-3437; MAFF-230099. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Ruby Jubilee; 

Y-3436; MAFF-230098. Saccharomyces
cerevisiae isolated from grape must of the
variety Tairov`s Ruby. 

Pure yeast cultures were isolated from
grapes and followed by fermentation by using
traditional microbiological methods consis -
ting of inoculation of a sample into a Petri dish
with a few modifications of nutrient selective
agar for yeast isolation and cultivation.
Primary yeast isolation was carried out using
Inhibitory Mold Agar medium (IMA) (Becton
Dickinson Company, USA). Morphological
properties of the yeast culture were analyzed
after the primary yeast culture isolation.
Yeasts were identified by polymerase chain
reaction (PCR) using universal yeast primers.
Then yeast cultures were cultivated on a Wort
Agar medium (Becton Dickinson Company,
USA). Each isolated, yeast culture was
deposited in the NRRL Culture Collection
(National Regional Research Laboratory),
Peoria, USA, in the British National
Collection of Yeast Culture (NCYC), Norwich,
UK and Genbank of Japan. 

All biochemical parameters were tested in
the wine stocks followed by fermentation of
the white and red grape varieties Tairov`s
selection.

The volume fraction of ethanol, total sugar
(glucose/fructose), and pH were determined
by the spectroscopy method using the
Bacchus-II spectrometer (Microdom Company,
France).

Concentrations of organic acids: tartaric,
malic, citric, lactic, acetic and  phenolic com-
pounds were determined using a method of
liqui d chromatography (Ultimate 3000, Dio -
nex Company, Germany).

Statistical deviation and significance were
evaluated by the Student`s t-test with P —
value: P < 0.1; P < 0.05; P < 0.01. We calcu-
lated Spearman’s rank correlation coefficient
for the tested biochemical parameters between
tested wine stocks from different white and
red grape varieties of the Tairov`s selection.
Each biochemical test was repeated three
times to confirm the exact result. For the
groups of white and red wine grape varieties,
fermentation made with different Saccharo -
my ces cerevisiae yeast cultures dispersion
analysis (ANOVA) was done as well. The dis-
persion analysis (ANOVA) based on the
Fisher`s test (unifactorial model) was applied,
where F- criterion determined whether the re -
levant samples belong to one from general

aggregate and then possible to pool them or
not. Standard deviation was calculated, statis-
tical significance of the difference was evalua -
ted by the Student’s t-test.

Results and discussion

The results of the organic acid study in
wine stocks received from the white and red
grape varieties had specific differences in con-
centrations of organic acids. Results of orga -
nic acids concentrations are given in table 1
for white grape varieties and in table 2 for red
grape varieties. The normal ranges of tested
parameters in wine stocks are given in Table 3.  

The study showed that concentration of
ethanol and residual sugar in wine stocks
depends on enzymatic activity of Saccharo -
myces cerevisiae yeast strains which are used
for winemaking. For example, the index of
ethanol produced by yeast cultures in wine
stocks received from white grape varieties has
concentrations of ethanol compared with min-
imal amounts in: Odessa`s Muscat MAFF-
230107 more than 125%, Opalovy (Opaline)
MAFF-230103 more than 122%, Selena
MAFF-230101 more than 112%. 

Study of the morphology of Saccharo my -
ces cerevisiae yeast followed by fermentation
illustrate that between wine stocks of white
and red grape varieties there exist some dif-
ferences in level of ethanol production. It`s
more for yeast cultures isolated from white
grape varieties and less (moderate) for yeast
cultures isolated from red grape varieties. All
the yeast cells were stained by Gram method.
Some cells of yeast are large and either roun -
ded or oval shaped (Fig. 1–6).

In wines received from red grape varieties,
the index of ethanol produced in wine stocks
showed maximal concentration of ethanol,
compared with minimal amounts in such

Fig. 1. Morphology of Saccharomyces cerevisiae
yeast culture isolated from white grape variety

«Odessa`s Muscat» MAFF-230107:
the volume fraction of alcohol (ethanol) produc-
tion — 15.55 v/v%; stained by Gram method;

magnification — ×720



BIOTECHNOLOGIA ACTA, V. 6, No 2, 2013

100

Table 1. Organic acid content (g/L) after fermentation and formation of wine stocks from grape varieties 
of Tairov`s selection (white wine grape varieties)

Wine
stocks
from
white
grape
vari-
eties

MAFF
Collec -

tion
number

in
Genbank
of Japan

Titrata
ble

acidity
in

terms
of tar-
taric
acid

(g/L)

volatile
acids in
terms

to
acetic
acid

(g/L)

Tartaric
acid
(g/L)

Malic
acid

(g/L)

The
ratio of
tartaric
acid to
malic
acid

Citric
acid(g/

L)

Lactic
acid

(g/L)

Acetic
acid

(g/L)

Commo
n sugar

glu-
cose/
fruc-
tose

(g/L)

The
volume

frac-
tion of

the
ethanol
(% v/v)

Concen
tration
of total
pheno-

lic com-
pounds,
(mg/L)

Aroma -
tic 230106 5.67±

0.35
**0.53
±0.02

2.9±
0.24

**0.98
±0.02

*2.95±
0.1

**0.09
±0.02

**1.21
±0.03

0.39±
0.08

**1.14
±0.04

13.79±
1.08

270.0±
30.41

Odessa`s
Muscat 230107 *4.80±

0.1
*1.15±

0.1
**1.41
±0.02

**1.29
±0.04

*1.09±
0.1

**0.10
±0.01

*0.85±
0.1

1.20±
0.2

1.07±
0.08

15.55±
0.8

279.0±
22.4

Opalovy
(Opaline) 230103 5.19±

0.1
0.69±
0.05

**1.11
±0.03

1.70±
0.2

0.65±
0.07

**0.23
±0.02

**0.67
±0.03

**0.25
±0.03

*1.61±
0.1

14.94±
1.6

248.8±
16.43

Ovidio -
polskij 230104 6.67±

0.2
0.43±
0.09

5.04±
0.3

1.94±
0.06

*2.59±
0.1

**0.09
±0.02

1.45±
0.06

**0.23
±0.02

2.3±
0.2

*7.02±
0.1

147.0±
13.2

Selena 230101 *6.21±
0.1

*0.85±
0.1

3.27±
0.2

1.55±
0.2

2.10±
0.2

***0.0
8±0.01

**0.69
±0.04

**0.42
±0.02

*1.53±
0.1

*14.15
±0.1

841.8±
11.0

Sukholi -
mansky 230102 5.8±

0.5
*0.68±

0.1
*3.01±

0.1
*1.84±

0.1
*1.63±

0.1
***0.07
±0.01

**0.76
±0.02

***0.1
2±0.01

1.83±
0.07

13.4±
0.4

384.6±
11.0

Zagrey 230105 6.47±
0.2

**0.90
±0.05

*4.2±
0.1

*2.24±
0.1

1.87±
0.09

***0.06
±0.007

**0.41
±0.04

**0.54
±003

**1.05
±0.05

9.92±
0.4

282.1±
13.0

Fig. 2. Morphology of Saccharomyces cerevisiae
yeast culture isolated from white grape variety

«Opalovy (Opaline)» MAFF-230103:
the volume fraction of alcohol (ethanol) produc-
tion — 14.94 v/v%; stained by Gram method;

magnification — ×720

Fig. 3. Morphology of Saccharomyces cerevisiae
yeast culture isolated from white grape variety

«Selena» MAFF-230101:
the volume fraction of alcohol (ethanol) produc-
tion — 14.15 v/v%; stained by Gram method;

magnification — ×720

Note: P–value * P ≤ 0.1; **  P ≤ 0.05; *** P ≤0.01.

Fig. 4. Morphology of Saccharomyces cerevisiae
yeast culture isolated from red grape variety

«Charivniy (Magic)» MAFF-230100:
the volume fraction of alcohol (ethanol) produc-
tion — 12.27 v/v%; stained by Gram method;

magnification — ×720

Fig. 5. Morphology of Saccharomyces cerevisiae
yeast culture isolated from red grape variety

«Odessa`s Black» MAFF-230109:
the volume fraction of alcohol (ethanol) produc-
tion — 11.22 v/v%; stained by Gram method;

magnification — ×720
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Table 2. Organic acid content (g/L) after fermentation and formation of wine stocks from grape varieties 
of Tairov`s selection. (red wine grape varieties)

Wine
stocks
from
white
grape
vari-
eties

MAFF
Collec -

tion
number

in
Genbank
of Japan

Titrata -
ble

acidity
in terms
of tar-
taric
acid
(g/L)

volatile
acids in
terms

to
acetic
acid

(g/L)

Tartaric
acid
(g/L)

Malic
acid

(g/L)

The
ratio of
tartaric
acid to
malic
acid

Citric
acid

(g/L)

Lactic
acid

(g/L)

Acetic
acid

(g/L)

Commo
n sugar

glu-
cose/
fruc-
tose

(g/L)

The
volume

frac-
tion of

the
ethanol
(% v/v)

Concen
tration
of total
pheno-

lic com-
pounds,
(mg/L)

Chariv -
ny

(Magic)
230100 6.0±

0.2
*0.69±

0.1
2.74±

0.2
*1.45±

0.1
*1.88±

0.1
0.09±
0.03

0.72±
0.06

0.24±
0.02

*1.55±
0.1

12.27±
0.5

675.9±
13.8

Illychev -
sky

Early
230110 *10.71

±0.1
*1.49±

0.1
2.27±

0.2 0 – 0.09±
0.04

6.71±
0.2

3.60±
0.2

5.38±
0.2

*10.54
±0.1

1004.2
±19.5

Odessa`s
Black 230109 7.28±

0.2
***0.1
8±0.01

5.81±
0.2

**1.36
±0.05

4.27±
0.04

0.19±
0.04

**0.49
±0.05

***0.02
±0.005

*1.62±
0.1

11.22±
0.3

543.6±
11.0

Odessa
Pearl 230108 11.89±

0.2
1.6±
0.2

2.76±
0.2 0 – ***0.1

7±0.01
*7.51±

0.1
3.1±
0.3

8.25±
0.2

8.11±
0.3

1123.4
±43.7

Ruby
Jubilee 230099 7.49±

0.2
0.44±
0.04

4.21±
0.2

*1.09±
0.1

3.86±
0.02

0.07±
0.02

0.45±
0.04

**0.23
± 0.05

4.15±
0.3

7.2±
0.3

654.3±
18.7

Tairov`s
Ruby 230098 *6.05±

0.1
**0.76
±0.05

2.84±
0.2

*1.75±
0.1

*1.62±
0.1

0.11±
0.02

0.59±
0.04

0.45±
0.03

6.23±
0.2

12.27±
0.5

645.4±
15.3

Note: P–value * P ≤ 0.1; **  P ≤ 0.05; *** P ≤ 0.01.

Table 3. Normal range of organic acid content (g/L) after grape must fermentation and formation 
of wine stocks from grapes

Group
of wine
stock

Titratable
acidity in
terms of
tartaric

acid  (g/L)

volatile
acids in
terms to

acetic
acid

(g/L)

Tartaric
acid
(g/L)

Malic
acid

(g/L)

The
ratio of
tartaric
acid to
malic
acid

Citric
acid

(g/L)

Lactic
acid

(g/L)

Acetic
acid

(g/L)

Commo
n sugar

glu-
cose/

fructose
(g/L)

The
volu me
fraction

of the
ethanol
(% v/v)

Concentr
ation of

total phe-
nolic com-

pounds,
(mg/L)

pH

For
white

dry
wines

not less
than 3.5 1.20 1.5–5

From
traces
up to

5

3 and
more

no
more
than
0.8

from
traces
up to
0.5–5

0.4–
1.5

less
than
4.0

8.5–15 1200–
1500

2.8–
3.8

For red
dry

wines
5.0-7.0 1.50 1.5-5 0-5 3 and

more

no
more
than
1.0

1–5 0.4–
1.5

less
than
4.0

10–15 1800–
3700

3.0–
4.6

Note: There are no strict standards of content for the concentration of organic acids in dry grape wines. However
research Laboratories established their own standards based on grape growing regions.

Fig. 6. Morphology of Saccharomyces cerevisiae yeast culture isolated 
from red grape variety «Tairov`s Ruby» MAFF-230098:

the volume fraction of alcohol (ethanol) production — 12.27 v/v%: stained by Gram method; 
magnification — ×720
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Table 4. Dispersion analysis (ANOVA) represents parameters of organic acid concentration 
and other components in the wine stocks made from white and red grape varieties of the Tairov`s selection

Tested parameters
White dry wine stocks Red dry wine stocks

F P r F P r

Titratable acidity/ volatile acids  349.09 <0.0001 -0.47 50.47 <0.0001 0.82

Titratable acidity/tartaric acid 23.27 0.0004 0.95 17.44 0.001 -0.32

Volatile acids/ acetic acid 3.3 0.09 0.82 0.35 0.56 0.94

Tartaric acid/ acetic acid  21.6 0.0005 -0.38 6.38 0.03 -0.60

Tartaric acid/ malic acid 5.9 0.031 0.51 15.88 0.002 0.39

Tartaric acid/ citric acid 29.69 0.0001 -0.65 37.1 0.0001 0.48

Tartaric acid/ phenolic compounds 16.33 0.0016 -0.02 66.38 < 0.0001 -0.64

Tartaric acid/ sugar 7.11 0.02 0.41 2.22 0.16 -0.60

Tartaric acid/ ethanol 57.41 < 0.0001 -0.90 43.79 < 0.0001 -0.10

Tartaric acid/ lactic acid 15.18 0.002 0.32 0.22 0.64 -0.54

Acetic acid/ sugar 22.76 0.0004 -0.65 4.04 0.07 0.67

Acetic acid/ ethanol 108.93 < 0.0001 0.35 67.01 < 0.0001 -0.18

Citric acid/ lactic acid 31.58 0.0001 -0.07 3.59 0.08 0.19

Citric acid/ acetic acid 6.39 0.026 -0.13 3.03 0.11 0.06

Citric acid/ sugar 63.52 < 0.0001 0.1 5.38 0.04 0.07

Citric acid/ ethanol 116.73 < 0.0001 0.37 153.88 < 0.0001 0.04

Lactic acid/ acetic acid  4.71 0.05 -0.16 0.92 0.36 0.98

Lactic acid/ sugar 8.53 0.01 0.50 2.51 0.14 0.68

Lactic acid/ ethanol 101.75 < 0.0001 -0.38 21.07 0.0009 -0.34

Malic acid/ citric acid  92.98 < 0.0001 -0.11 7.0 0.02 -0.11

Malic acid/ total Phenolics 16.46 0.001 -0.11 66.82 < 0.0001 -0.92

Malic acid/ sugar  0.37 0.55 0.36 4.46 0.06 -0.56

Malic acid/ ethanol 88.19 < 0.0001 -0.63 100.5 < 0.0001 0.53

Malic acid/ lactic acid  14.35 0.002 -0.37 1.62 0.23 -0.95

Malic acid/ acetic acid 32.94 < 0.0001 -0.34 0.21 0.65 -0.93

Sugar/ ethanol 90.17 < 0.0001 -0.51 0.03 0.86 -0.42

Note:  F — Fisher`s criterion. Dispersion analysis (ANOVA) (unifactorial model);
P —  value of differences between the investigated groups;
r — Spearman`s rank correlation coefficient. 
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samp les fermented using yeast cultures:
Charivny (Magic) MAFF-230100 more than
85% and Tairov`s Ruby MAFF-230098 more
than 85%. Comparative assessment shows
that some white wine grape varieties produce
much more ethanol compared to red wine
grape varieties. This indicates that fermenta-
tion activity and ethanol forming capacity of
tested wine stocks increases when using yeast
strains MAFF-230100 and MAFF-230098. In
both white and red grape varieties there exist
2–3 yeast strains which produce maximal
amount of ethanol over other yeast strains.
Those strains with high enzymatic activity
could be used in the alcohol industry to pro-
duce ethanol for the pharmaceutical and food
industries. Maximal concentration of tartaric
acid in wines received from white grape vari-
eties in Ovidiopolskij MAFF-230104 was more
than 480%. For red wine grape varieties max-
imal concentration in Odessa`s Black MAFF-
230109 was more than 548%. The maximal
level of malic acid concentration in white wine
grape varieties for Ovidiopolskij MAFF-
230104 was more than 120% and Zagrey
MAFF-230105 was more than 260%.

Red wine grape varieties showed maximal
concentration of malic acid using yeast culture
Charivny (Magic) MAFF-230100 and was more
than 45%, Tairov`s Ruby MAFF-230098 was
more than 75%. Such red wine grape varieties as
Illychevsky Early MAFF-230110 and Odessa`s
Pearl MAFF-230108 did not containe malic acid.
This means that spontaneous malolactic fermen-
tation was completed in these wines.

Rating quality of wines by the ratio of tar-
taric to malic acid was maximal and perfect for
white wine grape varieties Aromatic MAFF-
230106, the ratio was 2.95 for Ovidiopolskij
MAFF-230104. We found that quality of wine
depends upon the ratio between tartaric and
malic acids. We found that due to a high ratio,
of dry wine received using yeast culture
Odessa`s Black MAFF-230109 in perfect qua -
lity, where ratio was 4.27. Quality of dry wine
received using yeast culture Ruby Jubilee
MAFF-230099 is excellent quality, where
ratio was 3.86. Parameters of titratable
organic acids provide an information of the
balance between assimilated and produced
organic acids for separate Saccharomyces cere-
visiae yeast culture. For acidity, an important
role is played by malolactic fermentation.
Wines from red grape varieties were bright
and lively ruby-red color, with a clear aroma
and notes of wild berries, ripe and dried plums
with accents of dry vegetable mass. Taste for
red wine grape varieties was well structured,

dense, soft and rounded, with delicate acids
and almost without bitterness. Such wine
stock samples were received with Saccharo my -
ces cerevisiae yeast strains and produced high
level of ethanol: white wine grape varieties
Ovidiopolskij MAFF-230104 and Zagrey
MAFF-230105. Samples of wine stock received
using Saccharomyces cerevisiae yeast strains,
Odessa`s Black MAFF-230109 and Ruby
Jubilee MAFF-230099 obtained from red
grape varieties contained a high volume frac-
tion of ethanol production. The strains which
produced high amounts of alcohol (ethanol)
are going to be proposed for use in wine
biotechnology, pharmaceutical industry, and
food industry.

Information given in Table 4 shows posi-
tive, moderate and negative correlations, P-
value, Fisher-Snedecor test (unifactorial
model) frequency in the null distribution in
the analysis of variance between tested para-
meters in both groups of white and red wine
stocks (F). Existing high correlation between
tested parameters of titratable acidity and
volatile acids for wine stocks of red grape vari-
eties (r = 0.82; P = 0.0001). It is natural
because between titratable acidity and volatile
acids there exists normal correlation and
interdependence.    

There is very high correlation between
titratable acidity and malic acid in white grape
varieties (r = 0.95; P = 0.0004). There was
high correlation between volatile acids and
acetic acid in wine stocks received from white
grape varieties (r = 0.82; P = 0.09). We found
very high correlations in wine stocks received
from red grape varieties (r = 0.94; P = 0.56).
Such indices are natural because between
volatile acids and acetic acid in wine stocks
there exists normal correlation and interde-
pendence. We found moderate correlation
between tartaric acid and malic acid in wine
stocks received from white grape varieties
(r = 0.51; P = 0.03) and there was specified
low, but statistically reliable correlation in
wine stocks received from red grape varieties
(r = 0.39; P = 0.002). We found moderate cor-
relation between lactic acid and sugar in wine
stocks received from white grape varieties
(r = 0.50; P = 0.01), also moderate correlation
was found for wine stocks received from red
grape varieties (r = 0.68; P = 0.1). We found
very high correlation between lactic and acetic
acids in wine stocks received from red grape
cultivars (r = 0.98; P = 0.3). We found low
correlation  between malic acid and sugar in
wine stocks received from white grape
varieties (r = 0.36; P = 0.5). We noticed
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moderat e correlation between malic acid and
ethanol in wine stocks received from red grape
varieties (r = 0.53; P = < .0001). We found
low correlations between citric acid and
ethanol in wine stocks received from white
grape varieties (r = 0.37; P = < 0.0001).

We found moderate correlation between
acetic acid and sugar in wine stocks received
from red grape varieties (r = 0.67; P = 0.07).
We noticed low correlations between tartaric
and lactic acids in wine stocks received from
white grape varieties (r = 0.32; P = 0.02). We
found low correlations between tartaric acid
and sugar in wine stocks received from white
grape varieties (r = 0.41; P = 0.02) and also
low correlation between tartaric and citric
acids in wine stocks received from red grape
varieties (r = 0.48; P = 0.0001). 

We found very high correlations between
titratable acidity and tartaric acid in wine
stocks received from white grape varieties (r=
0.95; P = 0.0004). We found high correlations
between titratable acidity and volatile acids in
wine stocks received from red grape varieties
(r = 0.82; P = < 0.0001).    

We noted negative correlation between
tartaric and acetic acids for wine stocks
received from white grape varieties (r = 0.38;
P = 0.0005) and for wine stocks received from
red grape varieties (r = –0.60; P = 0.03). In
both groups there were negative, but pretty
reliable connections. 

Negative correlations between tartaric
acid and phenolic compounds in wine stocks
received from white grape varieties (r =
–0.02; P =0.001) and in wine stocks received
from red grape varieties (r = –0.64; P = <
0.0001) were observed. In both investigated
groups there were negative, but pretty reliable
connections. However, between the investiga -
ted groups of wine stocks received from white
and red grape varieties there was appreciable
difference. Negative correlations also existed
between the content of tartaric acid and
ethanol for wine stocks received from white
grape varieties (r = –0.90; P = < 0.0001) and
for wine stocks received from red grape
varieties (r = –0.10; P = < 0.0001). 

There is a high correlation between titra -
table acidity and volatile acids in wine stocks
received from red grape varieties (r = 0.82;
P = <0.0001). However, the same parameters
in white wine stocks received from white grape
varieties are absolutely different, because cor-
relation is negative (r = –0.47; P = <0.0001).
Such great differences results in opposite cor-
relations between white and red stocks. It
could be explained by the fact that red wine

stocks contained different ingredients inclu -
ding pigments, anthocyanins, and high pheno-
lic and tannine contents. Therefore, red wine
stocks have a high correlation compared with
the same in white wine stocks. Very high cor-
relation was indicated between titratable aci -
dity and tartaric acid in white wine stocks that
were received from white grape varieties
(r = 0.95; P = 0.0004). However, the same
parameters in red wine stocks received from
red grape varieties are absolutely different,
and correlation showed a negative result
(r = –0.32; P = 0.001).

According to our investigation there were
determined the following: a high and very
high correlation between volatile acids and
acetic acid in white wine stocks received from
white grape varieties (r = 0.82; P = 0.09) and
in red wine stocks received from red grape
varieties (r = 0.94; P = 0.56);  a high correla-
tion between lactic and acetic acid in red wine
stocks received from red grape varieties
(r = 0.98; P = 0.36). However, the same para-
meters in white wine stocks received from
white grape varieties were absolutely diffe -
rent, where correlation showed a negative
result (r = –0.16; P = 0.05); a moderate corre-
lation was found between lactic acid and resid-
ual sugar for white wine stocks received from
white grape varieties (r = 0.50; P = 0.01) and
for red wine stocks received from red grape
varieties (r = 0.68; P = 0.14); a moderate cor-
relation between malic acid and ethanol. For
wine stocks received from red grape varieties
(r = 0.53; P = <0.0001) and for white wine
stocks received from white grape varieties cor-
relation was negative (r = –0.63; P =
<0.0001); prospective yeast cultures of
Saccharomyces cerevisiae for wine biotechnol-
ogy produced a high volume fraction of
ethanol isolated from white grape varieties:
Odessa`s Muscat MAFF-230107, Opalovy
(Opaline) MAFF-230103, Selena MAFF-
230101 and yeast culture Saccharomyces cere-
visiae isolated from red grape varieties:
Charivny (Magic) MAFF-230100, Odessa`s
Black MAFF-230109, Tairov`s Ruby MAFF —
230098.
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КОНЦЕНТРАЦІЯ ОРГАНІЧНИХ КИСЛОТ
У ВИНОМАТЕРІАЛАХ 

ПІСЛЯ ФЕРМЕНТАЦІЇ ДРІЖДЖІВ
Saccharomyces cerevisiae

В. М. Байрактар

Одеський національний університет 
ім. І. І. Мечникова, Україна

E-mail: vogadro2007@rambler.ru

Досліджували біохімічні показники вино-
матеріалів, що впливають на смак і якість
вина: об’ємну частку етанолу, концентрації
залишкових цукрів, фенольних сполук, вин-
ної, яблучної, лимонної, молочної, оцтової
кислот, титрувальну та летючу кислотність.
Використовували виноматеріали, отримані з
білих і червоних сортів винограду Таїровсь ко ї
селекції. Відзначено кореляцію в обох групах
між показниками титрувальної та летючої
кислотності у виноматеріалах із білих та чер-
воних сортів винограду. Високу кореляцію
спостерігали між концентраціями молочної та
оцтової кислот, летючою кислотністю і кон -
цент раціями оцтової кислоти та загальних
цукрів. Встановлено, що виноматеріали
з високою концентрацією етанолу отримано
з використанням штамів  дріжджів Saccharo -
myces cerevisiae, що ферментували виноградне
сусло з високою швидкістю й активністю бро-
діння. Смак виноматеріалів залежить від
показників відношення винної кислоти до
яблучної кислоти. Показано значні відміннос-
ті між виноматеріалами, що їх одержано з
білих і червоних сортів винограду: у концен-
траціях органічних кислот, фенольних спо-
лук, залишкових цукрів, а також об’ємної час-
тки етанолу. Для обох досліджуваних груп
відзначено позитивну кореляцію між показни-
ками летючої кислотності та концентраціями
оцтової, винної, яблучної, молочної кислот
і загальних цукрів. Відібрано найбільш пер-
спективні культури дріжджів з високою 
продуктивністю  синтезу етанолу, які можуть
бути використані у біотехнології вино роб ст ва.

Ключові слова: органічні кислоти, виноградні
сорти, Saccharomyces cerevisiae.

КОНЦЕНТРАЦИЯ ОРГАНИЧЕСКИХ
КИСЛОТ В ВИНОМАТЕРИАЛАХ 

ПОСЛЕ ФЕРМЕНТАЦИИ ДРОЖЖЕЙ
Saccharomyces cerevisiae

В. Н. Байрактар

Одесский национальный университет 
им. И. И. Мечникова, Украина

E-mail: vogadro2007@rambler.ru

Исследовали биохимические показатели
виноматериалов, влияющие на вкус и качество
вина: объемную долю этанола, концентрации
остаточных сахаров, фенольных соединений,
винной, яблочной, лимонной, молочной,
уксусной кислот, титруемую и летучую кис-
лотность. Использовали виноматериалы,
полученные из белых и красных сортов вино-
града Таировской селекции. Отмечена корре-
ляция между показателями титруемой и лету-
чей кислотности в виноматериалах из белых и
красных сортов винограда. Высокая корреля-
ция наблюдалась между концентрациями
молочной и уксусной кислот, летучей кислот-
ностью и концентрациями уксусной кислоты и
общих сахаров. Установлено, что виномате-
риалы с высокой концентрацией этанола полу-
чены с использованием штаммов дрожжей
Saccharomyces cerevisiae, которые ферменти-
ровали виноградное сусло с высокой скоро-
стью и высокой активностью брожения. Вкус
виноматериалов зависит от показателей отно-
шения винной кислоты к яблочной кислоте.
Показаны значительные различия между
виноматериалами из белых и красных сортов
винограда: в концентрациях органических
кислот, фенольных соединений, остаточных
сахаров, а также объемной доли этанола. Для
обеих исследуемых групп отмечена положи-
тельная корреляция между показателями лету-
чей кислотнос ти и концентрациями уксусной,
винной, яблочной, молочной кислот и общих
сахаров. Отобраны наиболее перспективные
культуры дрожжей с высокой продуктив-
ностью синтеза этанола, которые могут быть
использованы в биотехнологии виноделия. 

Ключевые слова: органические кислоты,
виноградные сорта, Saccharomyces cerevisiae.
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Біотехнологія дає можливість одержува-
ти необхідні продукти для різноманітних
видів людської діяльності [1]. Один із напря-
мів цієї галузі передбачає утилізацію біоор-
ганічної речовини за допомогою специфіч-
них ензимів [2]. Біоконверсію відтворюваної
рослинної сировини у паливо, кормові та
харчові продукти, напівпродукти для хіміч-
ної та мікробіологічної промисловості у наш
час розглядають як одну з ключових галузей
біотехнології [1, 2]. Однією з основних при-
чин, що стримує промислове впровадження
біодеструкції целюлози, є відсутність висо-
коактивних та економічно ефективних про-
дуцентів ензимів целюлозолітичної дії
[3–6]. Поряд із цим целюлозолітичні ензими
є найбільш витратною ланкою в процесі біо-
конверсії целюлози [7].

Традиційними об’єктами одержання
препаратів целюлозолітичної дії є аскоміце-
ти та бактерії [8–11], однак останнім часом
дедалі більше уваги приділяють базидіаль-
ним грибам, оскільки вони мають багато
переваг перед традиційними продуцентами
целюлаз [12, 13]. Нами знайдено низку

активних продуцентів целюлозолітичних
ензимів серед базидіоміцетів, оптимізовано
умови їх культивування та встановлено
динаміку синтезу ними целюлаз, у результа-
ті чого показано, що нові штами базидіаль-
них грибів здатні конкурувати з традицій-
ними об’єктами біотехнології целюлаз
[14–16].

Для одержання препаратів целюлаз із
культуральної рідини використовують
загальноприйняті методи виділення та очи-
щення ензимів, комбінуючи їх у різних варі-
антах [9, 10]. Отриманню целюлаз із культу-
ральної рідини аскоміцетів та бактерій
присвячено велику кількість робіт [9, 10,
17–20]. Однак методикам одержання целю-
лозолітичних ензимів базидіоміцетів приді-
лено недостатньо уваги [21, 22]. Виділення,
фракціонування та одержання целюлозолі-
тичних ензимів є складним завданням,
пов’язаним із розробленням у кожному
конкретному випадку схеми виділення ком-
понентів целюлазного комплесу та її оптимі-
зації [9]. Аналіз показує, що для отримання
високоочищеного ензиму потрібно 4–6
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Встановлено, що під час вирощування базидіоміцетів відбувається адсорбція целюлаз на
субстраті культивування — фільтрувальному папері. Адсорбовані ензими можна елюювати
буферним розчином з високою іонною силою, однак для визначення активності та використання цих
ензимів їх слід перевести у розчин з концентрацією солей, близькою до нуля. Розроблено метод
одержання ензимних препаратів целюлаз із культуральної рідини базидіоміцетів. Ензимні
препарати з високим ступенем очищення одержували в 3 етапи (висолювання протеїнів — діаліз —
гель-хроматографія). На основі розробленого методу отримано оригінальні препарати целюлаз
базидіальних грибів штамів К-1, А-Дон-02, Д-1 Irpex lacteus та AnSc-1 Daedaleopsis confragosa f.
confragosa. Вони містили низку протеїнів, характеризувалися специфічними максимумами виходу з
колонки целюлозолітичних ензимів та активністю. Однак спільним є один чіткий максимум виходу
з колонки ендоглюканаз або целобіаз, що може свідчити про те, що целюлозолітичні комплекси
досліджуваних базидіоміцетів не містять множинних форм целюлаз, які б відрізнялися за своєю
молекулярною масою. Застосування розробленого методу дало змогу одержати препарати, ступінь
очищення яких порівняно з вихідним культуральним фільтратом становить 7,3 для ендоглюканази
і 33,3 для целобіази штаму А-Дон-02 I. lacteus; 13,1 для ендоглюканази і 25,5 для целобіази штаму
Д-1 I. lacteus; 29,9 для ендоглюканази і 90,1 для целобіази штаму К-1 I. lacteus; 2,1 для
ендоглюканази і 30,6 для целобіази штаму AnSc-1 D. confragosa f. confragosa. 
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стаді й [9, 10, 17–20, 23]. Для фракціонуван-
ня целюлаз із різних організмів-продуцентів
використовують відомі методи очищення
протеїнів, серед яких найчастіше застосову-
ваними є осадження сульфатом амонію, етано-
лом або іншими органічними розчинниками,
методи гель- та іонно-обмінної хроматогра-
фії, препаративне ізоелектрофокусування та
електрофорез [9, 10, 24, 25]. Окрім того, ана-
ліз даних літератури залишає відкритим
питання дослідження целюлаз, що можуть
адсорбуватися під час культивування грибів
на субстраті в живильному середовищі,
адже, як відомо [26], більшість целюлозолі-
тичних ензимів мають субстратзв’язуваль-
ний домен, унаслідок чого відбувається їх
адсорбція на субстраті [10].

Метою роботи було розроблення методу
одержання комплексу екзоцелюлаз базидіо-
міцетів незалежно від ступеня їх адсорбції
на субстраті культивування.

Матеріали і методи

Об’єктами досліджень були 4 штами
вищих базидіальних грибів: К-1, А-Дон-02,
Д-1 Irpex lacteus (Fr.) Fr. та AnSc-1 Daeda -
leopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J.
Schröt. 

Для дослідження целюлозолітичної
активності штами культивували на модифі-
кованому живильному середовищі Чапека
з використанням фільтрувального паперу
як єдиного джерела вуглецю. Початкове рН
живильного середовища доводили до опти-
мальних значень для кожного штаму [16] на
аналізаторі іонів АІ-123 (Україна). Куль ти -
вування проводили протягом 7 діб [15] за
оптимальних для кожного штаму темпера-
тур [16] у термостатах ТС-80 та ТС-80-М2
(Росія).

Активність ензимів целюлозолітичного
комплексу визначали стосовно таких суб-
стратів: фільтрувальний папір (Whatman
№ 1, щільність 80 г/м2) — загальна целюло-
золітична активність (максимум загальної
активності целюлаз у культуральних філь-
тратах стосовно фільтрувального паперу —
ФПА), Na-карбоксиметилцелюлоза (C5678,
Sigma, Німеччина), гідроксіетилцелюлоза
(54290, Sigma, Німеччина) — ендоглюканаз-
на активність та целобіоза (22150, Sigma,
Німеччина) — целобіазна активність. Склад
реакційних сумішей для визначення ензи-
матичної активності та умови проведення
реакцій — відповідно до рекомендацій
IUPAC [27] і загальноприйнятих методик [9,
10]. За одиницю активності (од) приймали

таку кількість ензиму, яка утворювала
1 мкмоль редукуючих цукрів (для полімер-
них субстратів) або 1 мкмоль глюкози (для
целобіози) протягом 1 хв за стандартних
умов. Питому активність (од/мг протеїну)
визначали як відношення загальної актив-
ності культурального фільтрату (од/мл) до
вмісту протеїну в культуральному фільтраті
(мг/мл). Редукуючі цукри знаходили за
методом Шомодьї–Нельсона (калібрувальну
криву побудовано за глюкозою) [28], а глю-
козу — глюкозооксидазно-пероксидазним
методом з використанням набору реактивів
для визначення глюкози у біологічних ріди-
нах («Реагент», Україна). Вміст протеїну
в КФ встановлювали спектрофотометрич-
ним методом на спектрофотометрі СФ-46
(Росія) [29]. 

Штами культивували поверхневим спо-
собом у конічних колбах об’ємом 1 000 мл,
куди розливали по 500 мл живильного сере-
довища. Осадження протеїнів з культураль-
ного фільтрату (КФ) проводили методом
висолювання [30], додаючи сульфат амонію
до 100%-го насичення, після чого розчин
витримували за температури +6±1 °С упро-
довж 3 діб. Протеїн, який випадав у осад,
відділяли від супернатанта на центрифугах
ЦЛР-1 протягом 15 хв при 8000 об/хв (тем-
пература +6±1 °С). Осад діалізували через
напівпроникну мембрану, використовуючи
целофан, який пропускає речовини з моле-
кулярною  масою до 10 кДа [31] проти дис-
тильованої води за температури +6±1 °С.

Гель-хроматографію розчинів, які отри-
мували після діалізу, здійснювали на колон-
ках діаметром 1 см, висота шару сорбенту
Sephadex G-75 (Sigma, Німеччина) станови-
ла 30 см. Елюентом слугувала дистильована
вода, швидкість потоку — 20 мл/год, об’єм
фракцій — 2 мл. Вміст протеїнів визначали
спектрофотометрично.

Ступінь очищення ензимних препаратів
визначали як відношення активності ензиму
на певному етапі очищення до його актив-
ності в початковому культуральному філь-
траті [32].

Усі дослідження проводили у трикратній
повторюваності. Статистичну обробку здійс-
нювали методом дисперсійного аналізу,
порівняння середніх — методом Дункана [33].

Результати та обговорення

Для дослідження адсорбції целюлаз на
субстраті — фільтрувальному папері, який
залишався після культивування за опти-
мальних умов штаму А-Дон-02 Irpex lacteus
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на оптимізованому живильному середовищі
протягом 7 діб, фільтрувальний папір відді-
ляли від культуральної рідини за допомогою
фільтра Шотта (пор 100). Оскільки для
визначення целюлозолітичної активності
відповідно до вимог IUPAC використовують
цитратний буфер [27], його було обрано для
десорбції ензимів із субстрату. Отриманий
фільтрувальний папір заливали 3–4-крат-
ним об’ємом 0,5 М цитратного буфера
(рН=4,8) і залишали на 24 год за температу-
ри +6±1 °С. Після цього знову здійснювали
фільтрування на тому самому фільтрі.
Елюат не виявляв целюлозолітичної актив-
ності, однак містив значну кількість протеїну
(0,48 мг/мл). Нами зроблено припущення,
що ензими, які елюювались із фільтруваль-
ного паперу, не виявляли своєї активності
через високу іонну силу та концентрацію
буферного розчину. Тому до розчину елюату
додавали сульфат амонію до 100%-го наси-
чення з метою осадження усіх протеїнів.
Осадження, відділення протеїну від супер-
натанта та наступний їх діаліз проводили,
як описано в розділі «Матеріали і методи».
У результаті отримано водний розчин про-
теїнів елюату (концентрація протеїнів —
0,155 мг/мл), в якому визначили активність
ензимів (од/мг протеїну):

ФПА 1,16
Ендоглюканазна 178
Целобіазна 948,77.
Встановлено, що під час вирощування

базидіоміцетів відбувається адсорбція целю-
лаз на субстраті культивування — фільтру-
вальному папері. Адсорбовані ензими мож -
на елюювати буферним розчином з високою
іонною силою, однак для визначення актив-
ності та використання цих ензимів їх слід
перевести у розчин з меншою концентрацією
солей.

Наступну роботу було присвячено підбору
методів одержання очищених препаратів
целюлаз із культуральної рідини базидіоміце-
тів на прикладі штаму А-Дон-02 Irpex lacteus. 

Зважаючи на те, що процес гідролізу
целюлози є складним та багатоступеневим
[10], потрібна низка ензимів, тому для висо-
лювання протеїнів із культурального філь-
трату додавали сульфат амонію до 100%-го
насичення з метою осадження усіх протеїнів
культуральної рідини. Осадження, відділен-
ня протеїнів від супернатанта та наступний
їх діаліз проводили, як описано в розділі
«Матеріали та методи». У результаті отри-
мували водний розчин протеїнів культу-
ральної рідини штаму А-Дон-02 Irpex lacteus
(концентрація протеїнів 0,760 мг/мл),

позбавлений низькомолекулярних сполук,
який виявляв целюлозолітичну активність
(од/мг протеїну):

ФПА 24,30
Ендоглюканазна 69,74
Целобіазна 424,58.
В результаті змішування розчину протеїну

після діалізу культуральної рідини з розчином
протеїну після діалізу елюату з фільтру -
вального паперу отримано ензимний препа-
рат з концентрацією протеїнів 0,398 мг/мл.
Активність целюлаз цього препарату мала
такі значення (од/мг протеїну):

ФПА 24,17
Ендоглюканазна 133,51
Целобіазна 665,10.
Значення активності целюлаз препарату не

є простою сумою активності першого та друго-
го діалізатів, що ще раз доводить взаємовплив
компонентів целюлозолітичного комплексу на
активність один одного та підтверджує склад-
ність взаємодій целюлаз між собою. 

З метою подальшого очищення препарат —
суміш діалізатів культуральної рідини та
елюату з фільтрувального паперу — вико-
ристовували для нанесення на колонку,
заповнену сорбентом Sephadex-75 (рис. 1).
Було встановлено, що протеїн виходить
з максимумом активності у фракціях 5 та 11.
ФПА виявлено у фракціях 8–11 з максиму-
мом у 10-й фракції, ендоглюканазну актив-
ність — у фракціях 7–11 з максимумом у 10-й
фракції, а целобіазну активність — у фрак-
ціях 6–11 з максимумом у 9-й фракції.
У фракції 5, відповідно до теоретичних роз-
рахунків [34], виходять сполуки, які за
своєю масою знаходяться поза роздільною
здатністю цієї колонки, тобто з молекуляр-
ною масою понад 70 кДа.

Об’єднанням фракцій 6–11 отримано
препарат целюлаз штаму А-Дон-02 Irpex lac-
teus з концентрацією протеїнів 43 мкг/мл
і такими значеннями активності:

Рис. 1. Хроматограма препарату целюлаз
штаму А-Дон-02 Irpex lacteus на колонці 

із Sephadex G-75:
розмір колонки 10×300 мм; 

швидкість потоку — 20 мл/год; 
об’єм фракції — 2 мл 
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Загальна целюлозолітична 4,19
Ендоглюканазна 590,00
Целобіазна 912,09.

ФПА ензимного препарату штаму А-Дон-
02 Irpex lacteus зменшується після очищен-
ня його гель-фільтрацією, що можна пояс-
нити розділенням компонентів целюлазного
комплексу. Водночас активність ендоглюка-
нази та целобіази зростає, і ступінь очищен-
ня цих ензимів порівняно з вихідним куль-
туральним фільтратом становить 7,3 для
ендоглюканази та 33,3 — для целобіази.

Таким чином встановлено, що під час
культивування базидіоміцетів целюлази
адсорбуються на субстраті вирощування —
фільтрувальному папері. На підставі отри-
маних результатів розроблено метод одер-
жання ензимного препарату целюлаз із
культуральної рідини базидіоміцетів, який
схематично можна зобразити так:

Принципово новим для такого способу
є елюція целюлаз із субстрату культивуван-
ня базидіоміцетів.

Відповідно до розробленої методики було
отримано препарати целюлозолітичних
ензимів штамів Д-1, К-1 Irpex lacteus та
AnSc-1 Daedaleopsis confragosa f. confrago-
sa. Хроматограми об’єднаних діалізатів
подано на рис. 2, 3 та 4 відповідно. 

Як видно, протеїн з об’єднаного діалізату
штаму Д-1 Irpex lacteus виходить з 4 піками,
один з яких (фракція № 3) є сукупністю про-
теїнів, що виходять за межі розділення
такої колонки. Фракції 5–10 із целюлозолі-
тичною активністю чітко збігаються з дру-
гим піком протеїну, що свідчить про те, що
целюлази цього штаму близькі до верхньої
межі розділення колонки, тобто їх молеку-
лярна маса становить близько 70 кДа.

Об’єднаний діалізат штаму К-1 Irpex lacteus
не містив протеїнів з молекулярною масою
понад 70 кДа, що випливає із відсутності
протеїну у 3-й фракції хроматограми цього
штаму (рис. 3). Однак діалізат штаму К-1
I. lacteus містив багато низькомолекуляр-
них сполук з молекулярною масою менше
3 кДа, які виходили після 17-ї фракції. Ці
низькомолекулярні сполуки можуть бути
продуктами гідролізу або денатурації про-
теїнів культуральної рідини зазначеного
штаму. Всього отримано 5 піків протеїну,
а целюлозолітична активність поєднана з
пер шими двома з них. Отже, целюлази штаму
К-1 I. lacteus виходили у 5–11-й фракціях.

Під час гель-хроматографії об’єднаного
діалізату штаму AnSc-1 Daedaleopsis confra-
gosa f. confragosa одержано 4 піки протеїну,
а його целюлази характеризувалися шир-
шим порівняно з іншими базидіоміцетами
діапазоном виходу фракцій з колонки
(рис. 4). Пік ендоглюканазної активності
цього штаму виходить на дві фракції пізні-
ше порівняно із целобіазною активністю,
однак перша та остання фракції ензимів збі-
гались (5–14). 

Таким чином, об’єднані діалізати бази-
діоміцетів містили різні за своєю молеку-

Рис. 2. Хроматограма препарату целюлаз
штаму Д-1 Irpex lacteus під час пропускання

його через колонку із Sephadex G-75:
розмір колонки 10×300 мм, швидкість потоку —

20 мл/год, об’єм фракції — 2 мл

Рис. 3. Хроматограма препарату целюлаз
штаму К-1 Irpex lacteus під час пропускання

його через колонку із Sephadex G-75:
розмір колонки 10×300 мм, швидкість потоку —

20 мл/год, об’єм фракції — 2 мл
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лярною масою протеїни, характеризувалися
специфічними максимумами виходу целю-
лозолітичних ензимів та активністю. Однак
спільним для всіх ензимних препаратів є
один чіткий максимум виходу з колонки
ендоглюканаз або целобіаз, що може свідчи-
ти про те, що целюлозолітичні комплекси
досліджуваних базидіоміцетів не містять
множинних форм целюлаз, які б відрізняли-
ся за своєю молекулярною масою.

Дані щодо активності целюлаз штамів Д-1,
К-1 Irpex lacteus та AnSc-1 Daedaleopsis con-
fragosa f. confragosa на кожному етапі одер-
жання препарату наведено в табл. 1 (подано
середні арифметичні величини, відхилення
від середнього арифметичного не перевищу-
вало 5%).

Для оцінювання перспективи використан-
ня препаратів екзоцелюлаз базидіоміцетів
проведено порівняння їх з даними літератури
щодо активності целюлаз із різних організмів-
продуцентів (табл. 2). Відтак можна стверджу-
вати, що одержані препарати целюлаз базиді-
альних грибів штамів К-1, А-Дон-02, Д-1 Irpex
lacteus та AnSc-1 Daedaleopsis confragosa f.
con fragosa є більш активними порівняно з іс ну -
ючими аналогами і можуть бути використані
в різноманітних галузях біотехнології (біоути-
лізація целюлозовмісних відходів, силосуван-
ня кормів для сільського господарства, целю-
лозно-паперова промисловість тощо).

Таким чином, розроблено метод отри-
мання повного комплексу екзоцелюлаз
базидіоміцетів незалежно від ступеня їх
адсорбції на субстраті культивування.
Новизна методу полягає в елюції целюлаз
0,5М цитратним буферним розчином
(рН = 4,8) із субстрату культивування бази-
діоміцетів. Одержання оригінальних препа-
ратів целюлаз базидіальних грибів штамів
К-1, А-Дон-02, Д-1 Irpex lacteus та AnSc-1
Daedaleopsis confragosa f. confragosa з висо-
ким ступенем очищення слід проводити
в 3 етапи (висолювання протеїнів — діаліз —
гель-хроматографія).

Роботу виконано за спонсорської під-
тримки суспільної організації «Развитие»
(Росія).

Рис. 4. Хроматограма препарату целюлаз
штаму AnSc-1 Daedaleopsis confragosa f.

confragosa під час пропускання його через
колонку з Sephadex G-75:

розмір колонки 10×300 мм, швидкість потоку —
20 мл/год, об’єм фракції — 2 мл

Таблиця 1. Целюлозолітична активність ензимних препаратів Д-1, К-1 Irpex lacteus та AnSc-1
Daedaleopsis confragosa f. confragosa на різних етапах очищення (од/мг протеїну)

Досліджений розчин Ендоглюканазна
активність

Целобіазна
активність

Ступінь очищення 

Ендоглюканази Целобіази

Д-1 Irpex lacteus
Вихідний КФ 78,44 60,20 1 1

Діалізат КФ 243,54 300,11 3,1 4,99

Діалізат елюату 168,90 558,99 - -

Об’єднаний діалізат 119,83 164,07 - -

Об’єднана фракція гель-хроматографії 1030,00 1531,88 13,13 25,45

К-1 Irpex lacteus
Вихідний КФ 44,31 20,05 1 1

Діалізат КФ 104,87 76,51 2,37 3,82

Діалізат елюату 63,62 464,42 - -

Об’єднаний діалізат 194,74 338,32 - -

Об’єднана фракція гель-хроматографії 1327,93 1807,24 29,97 90,13

AnSc-1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa     

Вихідний КФ 82,88 15,74 1 1

Діалізат КФ 105,40 222,35 1,27 14,13

Діалізат елюату 115,53 368,57 - -

Об’єднаний діалізат 134,43 404,6 - -

Об’єднана фракція гель-хроматографії 174,91 481,53 2,11 30,60
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ЦЕЛЛЮЛАЗЫ ИЗ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ
ЖИДКОСТИ БАЗИДИОМИЦЕТОВ

К. Г. Древаль
М. И. Бойко

Донецкий национальный университет,
Украина

E-mail: k.dreval@gmail.com

Установлено, что во время выращивания
базидиомицетов происходит адсорбция целлю-
лаз на субстрате культивирования — фильтро-
вальной бумаге. Адсорбированные энзимы
можно элюировать буферным раствором с
высокой ионной силой, однако для определе-
ния активности и использования этих энзимов
их следует перевести в раствор с концентраци-
ей солей, близкой к нулю. Разработан метод
получения энзимных  препаратов целлюлаз из
культуральной жидкости базидиомицетов.
Энзимные препараты с высокой степенью очи-
стки получали в 3 этапа (высаливание протеи-
нов — диализ — гель-хроматография). На
основе разработанного метода получены ори-
гинальные препараты целлюлаз базидиаль-
ных грибов штаммов К-1, А-Дон-02, Д-1 Irpex
lacteus и AnSc-1 Daedaleopsis confragosa f. con-
fragosa. Они содержали ряд протеинов, харак-
теризовались специфическими максимумами
выхода из колонки целлюлозолитических
энзимов и активностью. Однако общим
является один четкий максимум выхода из
колонки эндоглюканаз или целлобиаз, что
может свидетельствовать об отсутствии в цел-
люлозолитическиих комплексах исследуемых
базидиомицетов множественных форм целлю-
лаз, отличающихся по своей молекулярной
массе. Использование разработанного метода
позволило получить препараты, степень очи-
стки которых по сравнению с исходным куль-
туральным фильтратом составляет 7,3 для
эндоглюканазы и 33,3 для целлобиазы штам-
ма А-Дон-02 I. lacteus; 13,1 для эндоглюкана-
зы и 25,5 для целлобиазы штамма Д-1 I. lacte-
us; 29,9 для эндоглюканазы и 90,1 для
целлобиазы штамма К-1 I. lacteus; 2,1 для
эндоглюканазы и 30,6 для целлобиазы штам-
ма AnSc-1 D. confragosa f. сonfragosa.

Ключевые слова: базидиомицеты, целлю ло зо -
ли тические энзимы, эндоглюканаза, целло -
биа за, Irpex lacteus, Daedaleopsis confragosa f.
confragosa.

CELLULASES FROM THE BASIDIO -
MYCETES CULTURAL LIQUID 

К. G. Dreval
M. I. Boyko

Donetsk National University, 
Ukraine
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Adsorption of cellulases on substrate taking
place during the cultivation process was deter-
mined. Adsorbed enzymes can be eluted by
buffer solution with high ionic strength, but for
determine their activity they should be trans-
ferred into the aqueous solution. On the basis of
the results a method for obtaining of cellulases
preparations from cultural liquids of basi -
diomycetes was developed. This method is the
elution of cellulases from the cultivation sub-
strate of basidiomycetes. It was found that using
of the last allows to obtain enzymatic prepara-
tions with a high degree of purification in 3
stages (salting out of proteins — dialysis — gel
chromatography). Cellulase preparations
received original products of basidiomycetes
strains К-1, А-Дон-02, Д-1 Irpex lacteus and
AnSc-1 Daedaleopsis confragosa f. confragosa
were obtained. They contained different pro-
teins, enzymes with specific peaks out of column
and their activity. However, common to them
was a distinct maximum of outing from the co -
lumn by endoglucanases or cellobiases, which
may indicate that the studied cellulolytic com-
plexes of basidiomycetes do not contain multiple
forms of cellulases with different molecular
mass. This method allowed to obtain prepara-
tions with different degree of purification in
comparing with the original culture filtrate 7,3
for endoglucanase and 33,3 for cellobiase of
strain А-Дон-02 I. lacteus; 13,1 for endoglu-
canase and 25,5 for cellobiase of strain Д-1 I. lac-
teus; 29,9 for endoglucanase and 90,1 for cel-
lobiase of strain К-1 I. lacteus; 2,1 for
endoglucanase and 30,6 for cellobiase of strain
AnSc-1 D. confragosa f. confragosa.

Key words: basidiomycetes, cellulolytic
enzymes, endoglucanase, cellobiase, enzymatic
preparations, Irpex lacteus, Daedaleopsis con-
fragosa f. confragosa.
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В связи с ухудшением экологической
ситуации весьма актуальным становится
поиск экологически чистых регуляторов
роста и биологической активности грибов в
культуре. Одним из таких факторов являет-
ся природный регулятор всего живого —
свет. В настоящее время меланинсодержа-
щие грибы рассматривают как перспектив-
ные источники меланинов. Меланиновые
пигменты грибов нетоксичны, обладают
фото- и радиопротекторным действием, про-
являют антиоксидантную, генопротекторную,
противоопухолевую, антибактериальную,
иммуномодулирующую и гепатопротектор-
ную активность [1, 2].

Inonotus obliquus — широко известный
меланинсодержащий гриб, обладающий
широким спектром лекарственных свойств
[3]. Известны работы, где исследователи рас-
сматривают этот гриб как перспективный
продуцент меланинов и меланинсодержа-
щих субстанций [4]. 

Имеются данные о положительном влия-
нии освещения в видимой части спектра на

интенсивность пигментации разных видов
микромицетов. Сведения о влиянии низко-
интенсивного излучения на рост и синтез
меланиновых пигментов макромицетами
в литературе практически отсутствуют. 

Нами изучена возможность использова-
ния различных источников света низкой
интенсивности (лазеры, светодиоды) для
регуляции роста мицелия и синтеза мелани-
на I. оbliquus.

Материалы и методы

Объектом исследования была культура
базидиального меланинсинтезирующего
лекарственного гриба Inonotus obliquus
(Pers.) Pilat (шт. 1877) из Коллекции куль-
тур шляпочных грибов Института ботаники
им. Н. Г. Холодного НАН Украины.

Культивирование осуществляли при
тем пературе 26 °С на жидкой (12 сут) и ага-
ризованной средах следующего состава: глю-
коза — 30 г/л; КН2РО4 — 1,1 г/л; MgSO4 —

УДК 577.344:577.19:582.284.3

СВЕТОВАЯ РЕГУЛЯЦИЯ РОСТА СВЕТОВАЯ РЕГУЛЯЦИЯ РОСТА 
И МЕЛАНИНООБРАЗОВАНИЯ И МЕЛАНИНООБРАЗОВАНИЯ 

У У Inonotus Inonotus ооbliquus bliquus (Pers.) Pilat(Pers.) Pilat

Ключевые слова: Inonotus оbliquus, меланин, фотобиологический эффект,
лазерный свет, некогерентный свет.
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Целью работы было изучение возможности использования различных источников света низкой
интенсивности для регуляции роста мицелия и синтеза меланина лекарственным грибом Inonotus
оbliquus (Pers.) Pilat.

Исследования влияния света на линейный рост, накопление биомассы и синтез меланина 
I. obliquus проводили с использованием экспериментальных установок, которые обеспечивали
генерацию как лазерного излучения (когерентный свет) с заданными параметрами, так и излучения
источников некогерентного света. Показано, что наибольший стимулирующий эффект имел место
при облучении мицелия синим светом. Установлено, что дальнейшая реализация фотобио ло ги чес -
кого эффекта в значительной степени зависит  от способа культивирования. Облучение лазерным
светом при всех исследованных диапазонах длин волн в большей степени способствовало росту,
накоплению биомассы и меланина в мицелии гриба, чем облучение некогерентным светом в том же
диапазоне длин волн. Световая обработка позволила существенно сократить длительность
ферментации.

Результаты исследований дают основания рассматривать низкоинтенсивный свет в видимой
части спектра как перспективный регулятор роста и биосинтетической активности I. оbliquus
в биотехнологии его культивирования. 



BIOTECHNOLOGIA ACTA, V. 6, No 2, 2013

116

0,008 г/л; кукурузный экстракт — 2 мл;
пептон — 3 г/л, тирозин 0,2 г/л; тиамин
30 мкг/л. На жидкой среде культивирова-
ние проводили поверхностным (без переме-
шивания) и глубинным (с перемешиванием
на круговой качалке со скоростью 160 об/мин)
методами. Для изучения биосинтеза мела-
нина I. obliquus культивировали глубинным
методом в течение 12 сут. Скорость линейно-
го роста [5] и накопления биомассы [6] опре-
деляли по общепринятым методикам.
Биомассу отделяли от культуральной жид-
кости фильтрованием. Высушивание ее до
абсолютно сухой биомассы (а.с.б.) проводи-
ли при 60 °С.

Экстракцию меланина из биомассы осу-
ществляли 2%-м раствором NaOH с коэффи-
циентом разбавления 1:10 в течение 2 ч на
кипящей водяной бане. Полученный экс-
тракт охлаждали и подкисляли до рН 2,0
концентрированной соляной кислотой.
Коагулированный пигмент отделяли центри -
фугированием при 6 000 g в течение 15 мин.
Полученный осадок растворяли в 2%-м рас-
творе NaOH и использовали для количе-
ственного определения меланина, рассчиты-
вая его по калибровочной кривой.
По строение ее вели на основании данных
фотометрирования растворов пигмента
I. obliquus различной концентрации при
длине проходящего света 490 нм. Для
построения калибровочной кривой меланин
гриба предварительно очищали методом
гель-хроматографии на колонке 1,5×72 см
с сорбентом Toyopearl HW-65 (Tojo Soda,
Япония) в 0,01 н NaOH [7, 8]. Очищенный
меланин с целью обессоливания диализова-
ли против дистиллированной воды и лио-
фильно высушивали.

Содержание меланина в среде культиви-
рования определяли прямым фотометриро-
ванием культуральной жидкости после
отделения мицелиальной массы грибов [4].
Общий выход рассчитывали как сумму
меланина, экстрагированного из биомассы
гриба (эндомеланины) и меланина, синтези-
рованного грибом, в культуральной жидко-
сти (экзомеланины). 

Исследования влияния света на линей-
ный рост, накопление биомассы и синтез
меланина I. obliquus проводили с использо-
ванием экспериментальных установок. Эти
установки обеспечивали генерацию как лазер-
ного излучения (когерентный свет) с заданны-
ми параметрами (длина волн 476,0 нм —
синий, 488,0 нм — синий, 514,0 нм — зеле-
ный и 632,8 нм — красный, 720,0 нм —
дальний красный), так и излучения источ-

ников некогерентного света (длина волн
660,0 нм — красный, 520,0 нм — зеленый,
430,0 нм — синий и 720,0 нм — дальний
красный). Доза облучения составляла
230 мДж/см2. На агаризованной среде облу-
чение мицелия производили на чашках
Петри. Далее, в стерильных условиях выре-
зали диски с облученным мицелием диамет-
ром 5 мм. Их помещали в центр чашек
Петри с агаризованной средой для изучения
скорости линейного роста либо в фермента-
ционные колбы с жидкой средой (по 15 дис-
ков) для исследования синтеза биомассы
и меланина. 

Полученные результаты были обработа-
ны статистически [9] с помощью 5-й версии
программы Origin. В таблице и рисунках
приведены средние статистически достовер-
ные данные при 95%-й вероятности.

Результаты и обсуждение

Поскольку разные виды грибов отли-
чаются по чувствительности к свету, при
выборе режимов облучения (230 мДж/см2)
руководствовались данными, которые были
получены нами и другими исследователями
в процессе изучения фотобиологических
реакций [10–16]. 

Изучение влияния света, полученного из
разных источников, на рост и биосинтетиче-
скую активность I. оbliquus показало, что
наибольший эффект в данном случае наблю-
дался при облучении мицелия синим светом
(таблица; рис. 1, 2). Облучение зеленым све-
том различного происхождения не оказыва-
ло достоверного влияния на рост гриба. В то
же время облучение красным светом как
в дальнем, так и ближнем диапазоне уве-
личивало  скорость линейного роста и на -
коп ление биомассы. Причем дальний крас-
ный свет (720 нм) обладал большим
стимулирующим эффектом, чем красный
с длиной волн 632,8 нм (лазерный) и 660 нм
(некогерентный) (таблица). Это отличает
I. оbliquus от каротинсодержащих грибов
(Candida guillermondii, Verticillium
agaricinum и Puccinia graminis) [17].
У Candida guillermondii облучение светом
длиной волны 660 нм вызывало увеличение
скорости деления дрожжевых клеток,
у Puccinia graminis положительно влияло
на прорастание уредоспор, а у Verticillium
agaricinum — на каротинообразование.
Последующее облучение светом 730 нм
(дальним красным) полностью снимало ука-
занные эффекты. Авторы рассматривают их
как характерный признак каротинсодержа-
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щих грибов. Отсутствие такой реакции
у I. оbliquus может свидетельствовать о су -
ществовании других механизмов фотобио-
логических реакций у этого вида. С другой
стороны, положительная реакция гриба на
облучение в синем и красном диапазоне
длин волн говорит в пользу теории об одно-
временном существовании у меланинсодер-
жащих грибов двух фоторецепторных
систем: микохромной и с участием мелани-
новых пигментов. 

Кроме того, следует отметить, что фото-
биологический эффект облучения мицелия
I. оbliquus более четко выражен для процес-
сов роста на жидкой среде (таблица).
Аналогичные результаты мы получили
ранее при изучении факторов стимуляции
роста и биосинтетической активности у
Ganoderma lucidum [18]. Этот факт еще раз
свидетельствует о том, что при оценке роста
грибов, в том числе и во время проведения
скрининга по критерию скорости роста,
недостаточно оценивать скорость линейного
роста на твердых средах, поскольку этот
показатель не учитывает густоту и высоту
мицелия. Используя в качестве показателя
роста гриба накопление им биомассы на
жидких средах, можно более достоверно
определить влияние какого-либо фактора на
рост мицелия.

Анализ полученных результатов дает
основания утверждать, что дальнейшая реа-
лизация фотобиологического эффекта в зна -
чительной степени зависит от условий суще-
ствования гриба после облучения, в част ности
от способа культивирования. В наших
исследованиях стимулирующий эффект,

кроме облучения когерентным зеленым све-
том и некогерентным красным, был более
значительным при глубинном культивиро-
вании. После облучения в одном режиме
количество биомассы мицелия, выращенной
на жидких средах одинакового состава, но
при разных способах культивирования,
существенно различалось (таблица).

Установлено, что облучение лазерным
светом при всех исследованных диапазонах
длин волн в большей степени способствовало
росту, накоплению биомассы мицелия и
меланина гриба, чем облучение некогерент-
ным светом. При глубинном культивирова-
нии гриба облучение инокулюма когерент-
ным светом примерно в 2 раза более
эффективно по сравнению с некогерентным
(таблица; рис. 1, 2).

Как правило, при оценке биохимическо-
го воздействия света принимают во внима-
ние энергию светового кванта, интенсив-
ность светового потока (количество квантов
света на единицу площади в единицу време-
ни), дозу, спектральный состав света. С этой
точки зрения лазерные источники способны
обеспечить, даже при низкой и средней
интенсивности, спектральную густоту (энер-
гию на одиночный частотный интервал),
которая недоступна тепловым источникам.

Поэтому, учитывая, что когерентный и
некогерентный свет одинаковой длины
волны и дозы оказывает одинаковое воздей-
ствие на биологические объекты [13],
с этими уникальными характеристиками
лазерного света можно связать некоторые
специфичные механизмы воздействия света
на биологические объекты. Уст а новл ено,

Влияние света на рост мицелия I. оbliquus

Когерентный (лазерный) свет Некогерентный свет (светодиоды)

514,0 нм
(зеленый)

476,0 нм
(синий)

488,0 нм
(синий)

720 нм
(дальний
красный)

660,0 нм
(красный)

520,0 нм
(зеленый)

430,0 нм
(синий)

720 нм
(дальний
красный)

Линейный рост на агаризованной среде 

% увели -
чения

скорости
роста

11,29±
0,55

6,18±
0,70

23,39±
1,10

26,61±
1,42

18,01±
1,71

10,75±
1,90

–0,70±
0,08

22,31±
1,78

10,22±
|0,76

Поверхностный рост на жидкой среде (12 сут) 

% увели -
чения

биомассы

11,10±
0,23

1,31±
0,07

32,22±
1,31

36,64±
1,84

18,62±
0,87

7,90±
0,33

1,81±
0,06

21,03±
0,74

14,22±
0,65

Рост при глубинном культивировании (12 сут)

% увели -
чения

биомассы

17,20±
0,78

2,15±
0,08

44,09±
1,98

56,99±
2,01

21,51±
1,03

9,68±
0,48

5,38±
0,23

23,66±
0,99

13,98±
0,34
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что облучение посевного мицелия I. оbliquus
синим (430 нм, 476 нм и 480 нм) и красным
(632,8 нм и 660 нм) светом при глубинном
культивировании приводит к увеличению
скорости роста культуры и накоплению био-
массы гриба (рис. 1).

Полученные результаты позволяют
утверждать, что низкоинтенсивный свет

в видимой части спектра может быть
использован в биотехнологии глубинного
культивирования I. оbliquus не только как
стимулятор роста, но и как стимулятор син-
теза меланина (pис. 2). Здесь можно отме-
тить ту же тенденцию — облучение лазер-
ным светом в значительно большей степени
индуцировало синтез меланина, чем облуче-

Рис. 1. Динамика накопления биомассы I. obliquis при глубинном культивировании

Рис. 2. Динамика накопления меланина I. оbliquus при глубинном культивировании:
А — эндомеланин; В — экзомеланин; С — общий выход меланина
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ние неполяризованным светом. Облучение
гриба синим светом (476 и 488 нм) увеличи-
вало количество синтезируемого грибом
меланина на 43–54%. Изучение динамики
накопления меланина показало, что его син-
тез достигает стационарной фазы после
облучения лазерным светом в диапазоне
476–488 нм на 9-е сут, в то время как в конт-
роле на 12-е сут культивирования переход в
стационарную фазу не был отмечен.

Суммируя вышесказанное, можно утвер-
ждать, что использование на практике адап-
тационных возможностей меланинсодержа-
щего гриба I. оbliquus, его защитных

свойств, проявляющихся в увеличении син-
теза меланина в ответ на облучение  види-
мым светом природы, позволит значительно
интенсифицировать биотехнологические
этапы получения биомассы и меланина
этого ценного лекарственного гриба и увели-
чит выход конечного продукта. 

Кроме того, изучение фотобиологиче-
ских реакций грибов, накопление экспери-
ментального материала по вопросам стиму-
лирующего действия низкоинтенсивного
облучения разной природы на их биосинте-
тическую активность приблизит нас к пони-
манию фундаментальных механизмов дей-
ствия света на организм грибов.
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СВІТЛОВЕ РЕГУЛЮВАННЯ РОСТУ 
ТА МЕЛАНІНОУТВОРЕННЯ 

В Inonotus оbliquus (Pers.) Pilat

Н. Л. Поєдинок

Інститут ботаніки ім. Н. Г. Холодного 
НАН України, 

Київ

E-mail: poyedinok@ukr.net

Метою роботи було вивчення можливості
використання різних джерел світла низької
інтенсивності для регуляції росту міцелію та
синтезу меланіну лікарським грибом Inonotus
оbliquus (Pers.) Pilat. 

Дослідження впливу світла на лінійний
ріст, накопичення біомаси і синтез меланіну
I. obliquus проводили з використанням експе-
риментальних установок, які забезпечували
генерацію як лазерного випромінювання
(когерентне світло) із заданими параметрами,
так і випромінювання джерел некогерентного
світла. Показано, що найбільший стимулю-
вальний ефект мав місце за опромінення міце-
лію синім світлом. Встановлено, що подальша
реалізація фотобіологічних ефектів значною
мірою залежить від способу культивування.
Опромінення лазерним світлом за всіх дослід-
жених діапазонів довжин хвиль більшою
мірою сприяло росту, накопиченню біомаси та
меланіну в міцелії гриба, ніж опромінення
некогерентним світлом у тому самому діапазо-
ні довжин хвиль. Світлова обробка дала змогу
істотно скоротити тривалість ферментації. 

Результати досліджень дають підстави роз-
глядати низькоінтенсивне світло у видимій
частині спектра як перспективний регулятор
росту і біосинтетичної активності I. оbliquus
у біотехнології його культивування.

Ключові слова: Inonotus оbliquus, меланін,
фотобіологічний ефект, лазерне світло,
некогерентне світло.

LIGHT REGULATION OF GROWTH 
AND MELANIN FORMATION 

IN Inonotus оbliquus (Pers.) Pilat

N. L. Poyedinok

Kholodny Institute of Botany 
of National Academy of Sciences of Ukraine,

Kyiv

E-mail: poyedinok@ukr.net

The study aims to investigate possibilities of
using different sources of low-intensity light for
the regulation of mycelium growth and melanin
synthesis by medicinal mushroom Inonotus
obliquus (Pers.) Pilat.

Studies of the light’s influence on the linear
growth, biomass accumulation and melanin syn-
thesis I. obliquus were performed using experi-
mental installations that provide both lasing
(coherent light) with specified parameters, as
well as sources of incoherent light. It has been
demonstrated that the greatest stimulating
effect took place during the irradiation of
mycelium with blue light. It has been found that
further realization of photobiological effect is
largely dependent on the method of cultivation.
Irradiation with laser light within all studied
wavelength ranges was more conducive to
growth, biomass and melanin accumulation in
the mushroom mycelium than incoherent light
irradiation within the same wavelength range.
Light treatment made it possible to significantly
reduce the duration of fermentation.

The results of studies allow considering low-
intensity light in the visible part of the spectrum
as a perspective growth and biosynthetic activity
regulator of I. obliquus in the biotechnology of
its cultivation.

Key words: Inonotus оbliquus, melanin, photobi-
ological effect, laser light, incoherent light. 
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Одной из проблем современной биотехно-
логии является сохранение необходимых
генотипов растительного материала [1].
Наиболее перспективный способ сохранения
генетического разнообразия растительного
мира — применение методов криоконсерви-
рования. Однако высокие коэффициенты
вариации жизнеспособности деконсервиро-
ванных черенков являются основной причи-
ной низкой воспроизводимости результатов
криобиотехнологического эксперимента.
Поэтому для получения достоверных
результатов необходимо неоднократное

повторение опытов, для которых требуется
большое количество биологического мате-
риала [2]. Для снижения количества опытов
при проведении многофакторного исследо-
вания следует повысить воспроизводимость
результатов эксперимента, которая, в свою
очередь, зависит от индивидуальных особен-
ностей биообъекта и эффективности выбран-
ного способа криоконсервирования. 

Повышение воспроизводимости резуль-
татов сохранности черенков растений связа-
но с необходимостью исследования их
свойств, обусловленных видом и сортом.

УДК 635.076:57.043

ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ ВИДОМ И СОРТОМВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ ВИДОМ И СОРТОМ
ЯГОДНЫХ КУЛЬТУР И РЕЗУЛЬТАТАМИЯГОДНЫХ КУЛЬТУР И РЕЗУЛЬТАТАМИ

КРИОКОНСЕРВИРОВАНИЯ ЧЕРЕНКОВКРИОКОНСЕРВИРОВАНИЯ ЧЕРЕНКОВ

Ключевые слова: черенки черной и красной смородины, крыжовника, малины,
жизнеспособность, криоконсервирование.

Л. В. Горбунов1 1Институт животноводства НААН, Харьков
И. В. Петров2 2НИИ биологии Харьковского национального университета 

им. В. Н. Каразина

E_mail: ilya_cryo@mail.ru
Получено 17.04.2012 

Определены оптимальные параметры криоконсервирования черенков ягодных культур: черной
смородины (сорта: Дачница, Ювилей, Софиевская, Китайская); красной смородины (Китаевская,
Джокер, Святкова), крыжовника (Красень, Малахит, Колобок), малины (Новость Кузмина, Струйка,
Скромница), что позволило увеличить жизнеспособность деконсервированных образцов в 2–5 раз по
сравнению с существующими способами криоконсервирования. Получены максимальные пока за те -
ли жизнеспособности черенков исследуемых сортов в результате их температурной адаптации (при
–10 °С) в течение 14–60 сут, ступенчатого охлаждения образцов со скоростью 0,1–0,5 °C/ч до –30 °С
(выдержка 3–7 сут), последующего прямого погружения в жидкий азот, хранения в течение 1–30
сут, отогрева со скоростью 70 °C/мин. Установлено, что в области допустимых значений параметров,
обес пе чи ваю щих максимальную жизнеспособность исследуемых черенков березы (контроль)
влажность соответствует 32÷40%, для черной смородины — 40÷50%, для малины — 37÷40%
в положительном диапазоне температур и 14÷28%,  30÷40%, 20÷23% — в отрицательном. 

При помощи дисперсионного анализа показано, что вероятность развития деконсервированных
черенков растений в значительной степени зависит от сорта и способа криоконсервирования. Отмечено,
что сила влияния η2

А, обусловленная индивидуальными свойствами исследуемых сортов ягодных
культур, сопоставима с силой влияния η2

B процедуры криоконсервирования. 
Показаны отличия средних показателей жизнеспособности исследуемых сортов в пределах

одного вида. Установлено, что эти показатели отличались: для черной смородины на 92%, красной
— 54%, крыжовника — 48%, малины — 70%. Применение парного критерия Стьюдента позволило
в среднем уменьшить в 3 раза ошибку репрезентативности выборки, что дало возможность повысить
надежность результатов достоверности различия сравниваемых значений до уровня Р ≥ 0,99. 

Выбор сорта черенков, а также способа криоконсервирования существенно влияет на
воспроизводимость результатов эксперимента. Анализ воспроизводимости показателей жизне спо -
соб ности исследуемых черенков, проведенный при помощи коэффициента вариации Cv, показал, что
в процессе криоконсервирования эта величина изменяется: для сортов черной смородины — от 5 до
91%, красной — 9–137%, крыжовника — 22–74%, малины — 18–105%. 
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Поэтому для сохранения генофонда расти-
тельных клеток нужно изучить воспроизво-
димость результатов криоконсервирования
черенков различных сортов и определить
оптимальные значения варьируемых пара-
метров, обеспечивающие максимальную
сохранность деконсервированных образцов.

Цель работы — исследовать влияние
вида (черная и красная смородина, крыжов-
ник, малина) и сорта ягодных культур на
жизнеспособность их черенков после крио-
консервирования.

Объектом исследования были черенки:
черной смородины (Ribes nigrum L.) — сорта:
Дачница, Ювилей, Софиевская, Китайская;
красной смородины (Ribes rabrum) — Ки -
таев ская, Джокер, Святкова; крыжовника
(Ribes uva-crispa) — Красень, Малахит,
Коло бок; малины (Rubus idaeus L.) — Но -
вость Кузмина, Струйка, Скромница.

Черенки нарезали из однолетних побегов
и делили на отдельные образцы (по 10 штук
в каждом), длиной 5–12 см, диаметром
0,5–1,2 см. Черенки имели 2–5 вегетативных
почек. Перед проведением исследования
определяли начальную влажность и жизне-
способность образцов. Для исследования
отбирали образцы с жизнеспособностью 100%.

Жизнеспособность черенков контроли-
ровали после каждого этапа высушивания и
охлаждения. Для гидратации черенки поме-
щали в эксикатор, размещая их над дистил-
лированной водой, и выдерживали 14 дней
при температуре 5 °С, а затем культивирова-
ли в условиях in vitro в воде при 20 °С и in
vivo (укоренение черенков в грунте).
Набухание и развитие почек указывало на
жизнеспособность исследуемых образцов.
Процент жизнеспособности оценивали как
отношение количества черенков с распу-
стившимися почками в условиях in vitro
или in vivo к общему их количеству.

Степень влажности для нативных черен-
ков понижали с 50 до 20%, при температуре
–2±2 °С и влажности воздуха 85±5% [4].
Влажность образцов h (%) определяли взве-
шиванием и рассчитывали по формуле:

h = [(m0 – mk)/ m0]⋅100%,  

где m0 — начальная масса нативного образ-
ца, г; 

mk — конечная масса образца после обезво-
живания до постоянной массы, г. 

Разные скорости замораживания-отогре-
ва, необходимые для криоконсервирования
черенков, получали с помощью следующих
способов.

Для осуществления режима охлаждения
№ 1 до температуры –20 и –30 °С, использо-
вали скорости 0,5–1 °C/ч. 

Режим № 2 основан на ступенчатом
охлаждении со скоростью 0,01–0,1 °C/ч до
–30 °С с интервалом 5 °С и выдержкой 1, 3
и 7 сут соответственно. Образцы помещали
в бытовые термосы емкостью 1,5 и 2 л
и переносили в рефрижераторы. Образцы,
охлажденные до температуры –20 и –30 °С,
погружали в жидкий азот со скоростью
600–800 °C/мин.

Хранили образцы в рефрижераторах при
температурах –5, –20 и –30 °С, а также в
жидком азоте с выдержкой от одних суток
до одного года. Оттаивание образцов прово-
дили посредством их выдерживания при
температуре воздуха 20 °С, что давало воз-
можность получить скорость оттаивания
70 °C/мин, или со скоростью 1–3 °C/мин,
помещая бытовой термос с образцами
в холодильник при температуре 5 °С. 

Для определения оптимальных значений
варьируемых параметров изменяли скоро-
сти: дегидратации в процессе сушки — от
0,1 до 1%/сут; охлаждения — от 0,01 до
1 °C/ч; отогрева — 0,1°C/ч и 70 °C/мин.
Выдержка при температурах 5, –5, –10, –20
и –30 °C составляла от одних суток до одного
года. Оптимизацию технологических пара-
метров для каждого сорта ягодных культур
проводили поэтапно после температурной
адаптации –10 °С; охлаждения до –30 °С
и –196 °С. 

Статистический анализ полученных
результатов осуществляли по общеприня-
тым формулам качественного и количе-
ственного анализа [2]. Средние величины
вычисляли для показателя жизнеспособно-
сти биообъекта после криоконсервирования
[5]. Воспроизводимость результатов крио-
консервирования определяли при помощи
коэффициента вариации Cv как отношение
среднеквадратического отклонения σ к сред-
ней величине М (Cv = σ/М). Повышение вос-
производимости оценивали как отношение
коэффициентов вариации для предлагаемо-
го способа и общепринятого. 

Сравнительный анализ методов стати-
стической обработки результатов деконсер-
вированного объекта осуществляли в конт-
рольной и опытной группах. Парный
кри терий Стьюдента tΔ применяли для оцен-
ки средней разности между выборками
с парносопряженными параметрами, а
непарный td — с несвязанными [2]. 

Для определения доли влияния диспер-
сии исследуемого параметра применяли
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показатель, определяющий силу влияния
исследуемого фактора ηi: ηi = σi

2/σy
2, σy

2 =
Σσi

2
, где: σi

2 — дисперсии биологического,
технологического и их совместного действия
(биотехнологические факторы); σy

2 — общая
дисперсия [3].

Для реализации режима охлаждения
№ 1 предложено термостатирующее
устройство (рис. 1), скорость охлаждения в
котором регулировали, изменяя напряже-
ние от 0 до 25 В и сопротивление нагрева-
тельного элемента 30 и 70 Ом. Устройство
помещали в морозильный ларь.

Черенки черной смородины сохраняют
100%-ю жизнеспособность в результате при-
менения различных режимов сушки, сту-
пенчатого охлаждения со скоростью 0,1 °C/ч
до –30 °C, погружения в жидкий азот, дли-
тельного хранения и последующего оттаива-
ния со скоростью 70 °C/мин при условии,
что уровень влажности образцов в диапазоне
положительных температур превышает
37% (рис. 2, а), а в диапазоне отрицатель-
ных (–30...–196 °C) — 30%. 

Для деконсервированных черенков ма -
ли ны максимальная жизнеспособность
составила 88% при влажности образцов
23% (рис. 2, б). Влажность образцов при
этом должна быть не ниже 20 %. Превы -
шение указанных значений влажности при-
водит к снижению жизнеспособности вслед-
ствие роста внутриклеточных кристаллов.

В контроле для черенков березы показа-
тели критической влажности составили 32 и
14%, соответственно. Ниже установленных
значений жизнеспособность исследуемых
образцов резко снижалась вследствие чрез-
мерного обезвоживания клеток (эффект
плазмолиза) [6]. Показатель сохранности
при этом остается на 100%-м уровне. 

Таким образом, различные виды растений
имеют разные области допустимых значе-
ний влажности и температуры охлаждения
черенков. Определение оптимальных пара-
метров криоконсервирования черенков чер-
ной смородины и малины дало возможность
увеличить жизнеспособность деконсервиро-
ванных образцов в 2–5 раз по сравнению
с существующими способами криоконсер-
вирования [6–11]. 

Максимальные показатели жизнеспособ-
ности образцов (рис. 3) исследуемых сортов
получены в результате их температурной
адаптации (при –10 °С) в течение 14–60 су -
ток, ступенчатого охлаждения со скоростью
0,1–0,5 °C/ч до –30 °С (выдержка 3–7 суток),

Рис. 1. Схема устройства, предназначенного 
для замораживания черенков 

плодово-ягодных культур:
1 — корпус устройства, изготовленный из плас -

ти ка; 
2 — пенопластовая термоизолирующая прослой ка;
3 — электрический провод; 
4 — внешняя крышка устройства;
5 — внутренняя крышка устройства; 
6 — термостатирующий экран, изготовленный

из нержавеющей стали толщиной 0,7 мм; 
7 — вольфрамовая нить накала диаметром 1 мм

в тефлоновой оболочке; 
8 — черенки плодово-ягодных культур

1

876

54

3

2

Рис. 2. Жизнеспособность черенков в зависимости
от их влажности (h, %) и температуры (Т, °С):

скорость охлаждения 0,1 °C/ч, отогрева 70 °C/мин.
Номер, очерченный кругом, отражает показа -
тель жизнеспособности черенков (in vitro),
пунктирной линией обозначен контур, ограни -
чивающий одинаковые величины (а — черенки
черной смородины Дачница, б — черенки
малины Новость Кузмина)

а

б
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последующего прямого погружения в жид-
кий азот, хранения в течение 1–30 суток,
отогрева со скоростью 70 °C/мин. 

Длительность выдержки исследуемых
образцов при температуре –10 °С определяли
по показателю влажности (рис. 4) в соответ-
ствии с величиной, установленной для каж-
дого вида черенков [4]. 

Анализ проб, состоящих из 5 образцов,
полученных на разных этапах криоконсер-
вирования, проводили при помощи парного
и непарного критерия Стьюдента.

В пределах одного вида средние показа-
тели жизнеспособности для разных сортов
отличались: для черной смородины — на
92%, красной — 54%, крыжовника — 48%,

Жизнеспособность черенков различных сортов ягодных культур 
на различных этапах криоконсервирования

Вид Сорт 

Жизнеспособность V (%) и изменение жизнеспособности ΔV (%) черенков
после охлаждения до температуры

–10 °С –30 °С –196 °С

ΔV±m V±m ΔV±m V±m ΔV±m V±m

Черная
смородина 

Дачница 2,0±2а 98,0±2а 4,0 ±2,4а 94,0 ±4а 2,0±2,0а 92,0±5,8а

Ювилей 20,0±7,1b 80,0±7,1b 16,0±2,4b 62,0±8,6b 12,0±3,7b 54,0±13,6b

Софиевка 6,0±4 94,0±4 34,0±10,8b 60,0±14,1b 54,0±12,1c 6,0±2c

Китайская 14,0±4 86,0±4 74,0±2,4c 12,0±3,7c 12,0±3,7d 0,0±0d

Красная
смородина 

Китаевская 8,0±3,7а 92,0±3,7а 8,0±3,7а 84,0±6,8а 30,0±4,5а 54,0±7,5а

Джокер 32,0±3,7b 68,0±3,7b 62,0±2,0b 6,0±2,4b 2,0±2,0b 4,0±2,4b

Святкова 34,0±4,0 66,0±4,0 66,0±4,0 0,0±0c 0,0±0 0,0±0

Крыжовник

Красень 16,0±8,1 84,0±8,1 14,0±2,4 70,0±7,1 20,0±8,9 30,0±9,1

Малахит 18,0±8,0а 82,0±8,0а 14,0±2,4а 68,0±7,3а 20,0±8,9 48,0±15,9а

Колобок 60,0 ±3,2b 40,0 ±3,2b 32,0±2,0b 6,0±2,4b 8,0±3,7 0,0±0b

Малина

Нов. Кузьмина 4,0±2,4 96,0±2,4 14,0±6,0 82,0±8,0 12,0±2,0а 70,0±7,1а

Струйка 6,0±2,4а 94,0±2,4а 36,0±10,8а 58,0±12,8а 58,0±12,8b 0,0±0b

Скромница 32,0±3,7b 68,0±3,7b 64,0±2,4b 4,0±2,4b 4,0±2,4c 0,0±0

Примечание: m — ошибка среднеквадратичного отклонения; n ≥ 50 — количество черенков в каждой пробе;
индексами a, b, c, d обозначены значения, имеющие достоверность различия Р ≥ 0,95, в пределах каждого
столбца и вида растения. 

Рис. 3. Культивирование черенков ягодных культур in vitro
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малины — на 70% (таблица). При использо-
вании непарного критерия Стьюдента досто-
верность различия анализируемых сортов
составила для 4 групп черной смородины,
3 групп красной смородины, 2 групп кры-
жовника, малины с уровнем достоверности
Р ≥ 0,95. С применением парного критерия
Стьюден та для анализа показателя, усред-
няющего изменение жизнеспособности ΔV
между группами черенков после охлажде-
ния до –30 °С и –196 °С, ошибка репрезента-
тивности выборки в среднем уменьшилась в
3 раза, что дало возможность повысить
достоверность сравниваемых значений до
уровня Р ≥ 0,99. Исключением являются 
данные, полученные для значений жизне -
способности черенков ниже 10%.

Для оценки вариации жизнеспособности
деконсервированных черенков разного сорта
проведен двухфакторный дисперсионный 
анализ [2] на основе применения средней
величины V и ее разности ΔV. Установ лено,
что усредненная жизнеспособность деконсер-
вированных черенков красной смородины,
крыжовника, малины зависит от выбранного
сорта и этапа криоконсервирования. Сила
влияния η2

А (отношение выделенной диспер-
сии к общей) [3], обусловленная индивиду-
альными свойствами био объекта (сортом),
составила 0,30, 0,32 и 0,32, что дало значе-
ния, сопоставимые с технологическим факто-
ром (процедура криоконсервирования) 

η2
В — 0,43, 0,36 и 0,39 соответственно. Сов -

мест ное воздействие указанных факторов
определило силу влияния η2

АВ — 0,23, 0,18
и 0,22, а неучтенных факторов η2

z — 0,03,
0,14 и 0,06 соответственно.

Установлено, что жизнеспособность че -
рен ков черной смородины зависит только от
способа криоконсервирования. Сила влия -
ния η2

А, обусловленная индивидуальными
свойствами биообъекта (сортом), составила
для черенков 0,09 при уровне достоверности
полученных результатов Р ≥ 0,95. Проце ду -
ра криоконсервирования обладает силой
влияния  η2

В = 0,65. Совместное воздействие
биологического и технологического факто-
ров определило силу влияния η2

АВ = 0,14,
а неучтенных факторов η2

z = 0,11.  
Проведение однофакторного анализа на

основе критерия Стьюдента дало возмож-
ность установить достоверность различия
жизнеспособности деконсервированных че -
рен  ков в зависимости от их сорта, в то время
как двухфакторный дисперсионный анализ
позволил установить  влияние процедуры
криоконсервирования и индивидуальных
свойств биообъекта.

При переходе к показателям разности
средних ΔV сила совместного влияния био-
логического и технологического факторов
η2

АВ значительно возрастает: для черенков
черной смородины — до 0,40; красной
смородин ы — 0,42; крыжовника — 0,35;

Рис. 4. Взвешивание и сушка образцов
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малины — 0,38. При этом сила влияния био-
логического фактора η2

А составила — 0,11;
0,15; 0,16; 0,16, а технологического η2

В —
0,27; 0,36; 0,27; 0,25 соответственно при Р ≥
0,95. Следовательно, при переходе к показа-
телям разности средних ΔV оценки жизне-
способности черенков черной и красной смо-
родины, крыжовника, малины совместное
влияние биологических и физических пара -
метров увеличивает силу влияния в
несколько раз.

Анализ воспроизводимости показателей
жизнеспособности исследуемых черенков,
проведенный при помощи коэффициента
вариации Cv, показал, что в процессе крио-
консервирования с первого до третьего эта-
пов эта величина изменяется: для сортов
черной смородины — от 5 до 91%, красной
— 9–137%, крыжовника — 22–74%, мали-
ны — 18–105%. Очевидно, различие жизне-
способности черенков разного сорта связано
с рос том внутриклеточных кристаллов и
зависит от концентрации сахаров в цито-
плазме клетки. Однако это явление нужда-
ется в дополнительном исследовании.

Таким образом, для различных видов
растений установлены разные области допу-
стимых значений влажности и температуры
охлаждения черенков. Определены опти-
мальные параметры криоконсервирования
черенков черной смородины, малины и кры-

жовника, предложен способ заморажива-
ния, который дал возможность увеличить
жизнеспособность деконсервированных об -
разцов в 2–5 раз по сравнению с существую-
щими способами криоконсервирования. 

Вероятность развития деконсервирован-
ных черенков растений в значительной сте-
пени зависит от его сортотипа, способа крио-
консервирования и культивирования. Вы бор
сорта черенков, а также способа криоконсер-
вирования существенно влияют на вос-
производимость результатов эксперимента. 

Установлено видовое отличие между
результатами криоконсервирования черен-
ков черной и красной смородины, крыжов-
ника и малины. В пределах одного вида
средние показатели для разных сортов
деконсервированных черенков черной смо-
родины изменялись до 92%, красной —
54%, крыжовника — 48%, малины — 70%. 

Для черенков красной смородины, кры-
жовника и малины сила совместного воздей-
ствие биологического и технологического
факторов оказывает значительное влияние
на жиз неспособность деконсервированного
объекта.

Авторы выражают благодарность со тру д -
никам лаборатории сохранения НЦГРРУ
Ин сти тута растениеводства им. В. Я. Юрье -
ва за помощь в выполнении данной работы.
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ВЗАЄМОЗВ’ЯЗОК МІЖ  ВИДОМ І СОРТОМ
ЯГІДНИХ КУЛЬТУР ТА РЕЗУЛЬТАТАМИ

КРІОКОНСЕРВУВАННЯ ЖИВЦІВ

Л. В. Горбунов1, І. В. Петров2

1Інститут тваринництва НААН, Харків
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Визначено оптимальні параметри кріоконсер-
вування живців ягідних культур: чорної смороди-
ни (сорти: Дачниця, Ювілей, Со фіїв ська,
Китайська); червоної смородини (Китаїв сь ка,
Джокер, Святкова); агрусу (Красень, Малахіт,
Колобок); малини (Новость Кузміна, Струйка,
Скромниця), що дало змогу збільшити життєздат-
ність деконсервованих зразків у 2–5 разів порівня-
но з існуючими способами кріоконсервування.
Одержано максимальні показники життєздатності
живців після температурної адаптації при –10 °С
протягом 14–60 діб, ступінчастого охолодження
зразків зі швидкістю 0,1–0,5 °C/год до –30 °С
з витрим кою 3–7 діб, за наступного прямого зану-
рення в рідкий азот, зберігання строком від 1 до 30
діб і відігрівання зі швидкістю 70 °C/хв. Вста нов -
лено, що в діапазоні допустимих значень парамет-
рів, що забезпечують максимальну життєздат ність
досліджуваних живців берези (контроль), значен-
ня вологості відповідають 32÷40%, для чорної смо-
родини — 40÷50%, малини 37÷40% у позитивно-
му діапазоні температур і 14÷28%, 30÷40%,
20÷23% — у негативному.

За допомогою дисперсійного аналізу показа-
но, що вірогідність розвитку деконсервованих
живців рослин значною мірою залежить від
сорту і способу кріоконсервування. Відзна чено,
що сила впливу η2

А, зумовлена індивідуальними
властивостями досліджуваних сортів ягідних
культур, є порівнянною із силою впливу η2

В про-
цедури кріоконсервування. 

Показано відмінності середніх показників
життєздатності досліджуваних сортів у межах одно-
го виду. Встановлено, що ці показники від -
 різнялися: для чорної смородини — на 92%, черво-
ної — 54%, агрусу — 48%, малини — 70%.
Використання парного критерію Стьюдента дало
змогу в середньому зменшити в 3 рази помилку
репрезентативності вибірки, що уможливило під-
вищення надійності результатів достовірності від-
мінностей порівнюваних значень до рівня Р ≥ 0,99.

Вибір сорту живців, а також способу кріокон-
сервування істотно впливає на відтворюваність
результатів експерименту. Аналіз відтворювано-
сті показників життєздатності досліджуваних
живців, проведений за допомогою коефіцієнта
варіації Cv, показав, що в процесі кріоконсерву-
вання ця величина змінюється: для сортів чорної
смородини — від 5 до 91%, червоної — 9–137%,
агрусу — 22–74%, малини — 18–105%.

Ключові слова: живці чорної та червоної смо ро -
дини, агрусу, малини, життєздатність, кріо кон -
сервування.
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Optimal cryopreservation parameters were
determined for the berry-like crop cuttings: black-
currant (Dachnica, Yuviley, Sofiivska,
Kitayskaya); redcurrant (Kitaivska, Djoker,
Svyatkova); gooseberries (Krasen, Malachite,
Kolobok); raspberries (Novost’ Kuz’mina, Struyka,
Skromnica). This procedure allowed increasing via-
bility of deconservation samples in 2–5 times com-
pared to the existing methods of cryopreservation.
Maximal values of cutting viability were obtained
after their temperature adaptation at –10 °C dur-
ing 14–60 days, stepwise cooling of the samples
with 0.1–0.5 °C/hr rate down to –30 °C (exposure
3–7 days), direct plunging into liquid nitrogen,
storage from 1 to 30 days and thawing rate of
70 °C/min. It was found that the in the region of
allowable values   for maximum viability of investi-
gated birch (control) cuttings humidity values  cor-
respond 32÷40%, for blackcurrant are 40÷50%, and
raspberries 37÷40 % in affirmative temperature
span and 14÷28 %,  30÷40 %, 20÷23 % in  below zero.

Using dispersion analysis it has been estab-
lished that the development probability of frozen-
thawed plant cuttings significantly depends on the
selected cultivar and cryopreservation method. It is
noted that the force of influence η2

А, due to the
individual properties of the studied cultivars of
berries, is comparable to that of the force of
influence η2

В of cryopreservation procedures.
The differences of average indexes of viability

of the studied cultivars were showed within a single
species. It was found that these rates are different
for black currant by 92%, redcurrant — 54%,
gooseberries — 48%, raspberries — 70%. Using
paired Student’s t-test has reduced to 3 times the
error of representativeness of the sample that
enabled to improve the reliability of the signifi-
cance of differences compared to the values of the P
≥ 0,99. Selection of the cuttings’ cultivars and cry-
opreservation method significantly affect the
reproducibility of experimental results. The analy-
sis of reproducibility of indexes of viability of the
studied cuttings held by the coefficient of varia-
tion, showed that during the cryopreservation this
value is changed to blackcurrant cultivars from 5 to
91%, redcurrant — 9–137%, gooseberries
22–74%, raspberry 18–105%. 

Key words: cuttings black and red currants, goose-
berries, raspberries, viability, cryopreservation.
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Створено хрящову тканину 
із плюрипотентних стовбурових клітин

Група вчених Медичного дослідницького
центру Дьюка (Duke Medicine) виростила
хрящову тканину з індукованих плюрипо-
тентних стовбурових клітин, яку можна було
використовувати як для усунення дефектів
хряща, так і для вивчення остеоартриту.
Результати роботи, що їх опубліковано
в онлайновій версії  журналу Proceedings of
the National Academy of Sciences, дають під-
стави припустити, що індуковані плюрипо-
тентні стовбурові клітини, або iPSCs, можуть
бути джерелом для вирощування суглобових
хрящів із власних тканин пацієнта.

Як пояснив керівник дослідження
Фаршід Гілак (Farshid Guilak), професор
ортопедичної хірургії Університету Дьюка,
метод одержання індукованих плюрипотен-
тних стовбурових клітин — досягнення, за
яке в 2012 р. удостоєний Нобелівської пре-
мії Шинья Яманака з Кіотського університе-
ту, — передбачає таке перетворення дорос-
лих стовбурових клітин, унаслідок якого
вони набувають властивостей ембріональ-
них стовбурових клітин. 

Дорослі стовбурові клітини обмежені
в своїх можливостях, а використання емб -
ріо нальних стовбурових клітин пов’язано
з етичними питаннями. Проведене на моде-

лі мишей дослідження показало, що є мож-
ливість створювати необмежену кількість
стовбурових клітин, які можна перетворити
на будь-який тип тканини, у даному разі —
хрящ, що не здатен регенерувати.

Суглобовий хрящ виконує роль аморти-
затора суглобів, який дає змогу ходити, під-
німатися сходами, стрибати і займатися
повсякденною роботою, не відчуваючи
болю. Але звичайне виснажування або травми
знижують його ефективність і призводять до
розвитку остеоартриту. Внаслідок того, що
суглобовий хрящ має слабкий потенціал для
відновлення, ушкодження і остеоартрит
є основними причинами захворювань сугло-
бів у людей літнього віку, за яких часто єди-
ною можливістю відновлення функції сугло-
ба є його заміна.

Група дослідників під керівництвом
Брайана Дікмана (Brian Diekman) розробила
новітні технології, в результаті застосування
яких iPSCs стали перспективною альтерна-
тивою іншим методам тканинної інженерії,
що ґрунтуються на перетворенні дорос лих
стовбурових клітин, одержаних з кісткового
мозку або жирової тканини.

Однією з проблем, що постали перед до -
слід никами, було отримання однаково дифе-
ренційованої популяції хондроцитів — клітин,
які утворюють колаген для підтримання
хрящів та відсікання інших типів клітин,
і здатні утворювати повнофункціональні
iPSCs.

Для цього дослідники індукували дифе-
ренціацію хондроцитів в iPSCs, одержаних
від дорослих фібробластів миші, обробляючи
клітини культуральним середовищем. Крім
того, їм вдалося змусити ці клітини експре-
сувати зелений флуоресцентний протеїн
тільки тоді, коли клітини успішно диферен-
ціювались у хондроцити. Як тільки iPSCs
стали диференціюватися, хондроцити клі-
тин, що світилися під впливом зеленого
флуоресцентного протеїну, можна було
легко ідентифікувати і відсортувати від
небажаних клітин. Отримані хондроцити
виробляли велику кількість компонентів
хряща, у тому числі колагену, і виявляли
характерну для натуральної хрящової тка-
нини жорсткість. А це означає, що вони
добре виконуватимуть завдання щодо
виправлення дефектів хряща в організмі.

За словами доктора Дікмана, було вико-
ристано багатоступінчастий підхід із почат-

ННООВВИИННИИ

Індуковані плюрипотентні стовбурові клітини
миші після хондрогенезу. 

На додаток до колагену 2-го типу (червоний), 
F-актину (пурпурний) і ядра (синій) після

диференціювання клітини експресують зелений
флуоресцентний протеїн під контролем

специфічного промотора хондроцитів. Учені
використовували сортування клітин з метою
одержання тканинно-інженерного хряща для

потенційного використання в лікуванні
дефектів хряща та розроблення нових

препаратів для лікування остеоартриту 
(фото: Brian Diekman and Johannah Sanchez-Adams)
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ковою диференціацією, з подальшим сорту-
ванням та переходом до створення тканини.
Таким чином доведено можливість викорис-
тання iPSCs для одержання високоякісного
хряща, придатного як для заміни тканин,
так і для вивчення захворювань і можливих
методів їх лікування.

На наступному етапі дослідження вчені
планують використовувати iPSCs людини
для перевірки можливості вирощування
хряща. Як зазначив професор Гілак, перева-
гою цього методу є те, що тепер з’явилася
можливість безперервно отримувати хрящ
in vitro. На додаток до клітинної терапії
iPSC-технологія уможливлює створення
клітинних і тканинних моделей, які можуть
бути використані для скринінгу лікарських
препаратів, призначених для лікування
остеоартриту. На цей час не існує ефектив-
них терапевтичних методів, здатних зберег-
ти і вилікувати хрящ.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2012/10/121029154322.htm

Ключ до розуміння контролю 
за масою тіла мозком

Підтримання нормальної маси тіла для
багатьох людей є проблемою, однак позитив-
ним є те, що наш мозок і тіло працюють
спільно для досягнення такого явища, як
енергетичний баланс, — відповідності між
кількістю споживаних і витрачених кало-
рій. Цей баланс є результатом роботи склад-
ного нейробіологічного механізму всередині
гіпоталамуса головного мозку, і в разі його
порушення можуть виникати процеси ожи-
ріння або анорексія.

Незважаючи на серйозність проблеми,
сутність і деталі цього складного явища
вивчено недостатньо добре. Робота, викона-
на під керівництвом дослідників з Медич -
ного центру Beth Israel Deaconess (Beth Israel
Deaconess Medical Center, BIDMC, США),
допомогла по-новому поглянути на механізм
цього процесу і розібратися в ньому.
Результати досліджень, що їх опубліковано
в журналі Cell, демонструють, як нейроме-
діатор ГАМК (гамма-аміномасляна кислота)

вибірково управляє витратою енергії в орга-
нізмі, а головне, допомагають пояснити ней-
росхеми, що лежать в основі жироспалю-
вальних властивостей коричневого жиру.

Бредфорд Лоуелл (Bradford Lowell), про-
фесор медицини Відділення ендокринології
BIDMC і Гарвардської медичної школи
(Harvard Medical School), повідомив, що
їхня група розробила програму досліджень
для розшифрування механізмів, за допомо-
гою яких мозок контролює апетит і забезпе-
чує спалювання калорій. Для того, аби зрозу-
міти цей механізм, потрібно знати функ цію
спеціалізованих підмножин нейронів і, крім
того, нейронів, що містяться ієрархічно
вище і за дія ні в передачі сигналів, та нейро-
нів, що розташовані ієрархічно нижче і бе -
руть участь у сприйманні сигналів, функціо-
нально визначених нейронами. Донедавна
така інформація про гіпоталамус була прак-
тично недоступною.

Гіпоталамус — це відділ головного мозку
розміром із зернятко, що управляє безліччю
важливих функцій в організмі і є центром
головного мозку з контролю над енергетич-
ним балансом. Цей баланс встановлюється,
коли мозок отримує від організму сигнали
про рівень запасу енергії, а потім об’єднує їх
із надходженням енергії з довкілля на зра-
зок того, як емоційний стан людини впливає
на харчовий раціон і витрати енергії.

У новій роботі вчені досліджували уні-
кальну популяцію нейронів, які локалізу-
ються в основі головного мозку в дугоподіб-
ному ядрі гіпоталамуса. Як пояснив Лоуел,
було створено генетично модифіковані миші
з конкретним дефектом, який пригнічував
вихід цих нейронів з-під контролю інгібітор-
ного нейромедіатора ГАМК. У мишей із цим
дефектом розвивалося помітне ожиріння,
що було зумовлено порушенням процесу
спалювання калорій, тимчасом як харчовий
раціон у цих тварин зовсім не змінювався.

В іншій групі піддослідних мишей,
у яких ці нейрони могли вибірково включа-
тися в різний час, дугоподібні нейрони діяли
через серію нейронів, розташованих ієрар-
хічно нижче, впливаючи на витрату енергії
в коричневому жирі. Коричневий жир при-
вернув увагу вчених лише нещодавно, коли
дослідження показали, що, на відміну від
запасів енергії білого жиру, бурий жир спа-
лює енергію для вироблення тепла. Цей про-
цес називається термогенезом.

Донг Конг (Dong Kong) з лабораторії
Лоуела, перший автор цієї роботи, пояснив,
що витрата енергії, регульована бурою жиро-
вою тканиною, має вирішальне значення для
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підтримання маси тіла і запобігає алімен-
тарному ожирінню. Однак цей регуляторний
механізм, пов’язаний з головним мозком,
вивчено недостатньо. Відкриття ней ро наль -
них ланцюгів гіпоталамуса, що контролю-
ють термогенез, є важливим кроком уперед.
Окрім того, дослідники виявили, що коли
включалися ці нейрони, витрата енергії
повністю залежала від виділення ГАМК.
Результати дослідження показують, що ви -
вільнення ГАМК із дугоподібних нейронів
вибірково спрямовує витрата енергії. Конг
констатував, що одержані їхньою групою
результати істотно розширили уявлення
вчених про механізм контролю над витра-
тою енергії й дали змогу з’ясувати  патогенез
ожиріння.

Унікальні особливості дугоподібних ней-
ронів мають велике значення, адже відкри-
лася можливість експериментально зміню-
вати контроль витрати енергії головним
мозком. Зокрема, нейрони, які отримують
ГАМК-опосередковані сигнали від дугопо-
дібних нейронів, імовірно, відіграють важ-
ливу роль саме в регулюванні витрати енер-
гії, але не приймання їжі.

Лоуелл наголосив, що зараз важливо
мати чітке розуміння функції нейронів, які
містяться ієрархічно вище і контролюють
дугоподібні нейрони, що відповідають за
термогенез, а також розташованих нижче
нейронів, які завершують «ланцюг» на
бурій жировій тканині. Він і його колеги
виявили низку специфічних типів нейронів,
які містяться нижче дугоподібних нейронів.
Однак для повного уявлення про функціону-
вання цього механізму потрібні додаткові
дослідження. Така робота може відкрити
нові перспективи для фармакологічних роз-
робок, які уможливлять ефективне лікуван-
ня ожиріння і пов’язаних з ним ускладнень,
зокрема цукровго діабету.

Оригінальна стаття:
Dong Kong, Qingchun Tong, Chianping Ye,

Shuichi Koda, Patrick M. Fuller, Michael J.
Krashes, Linh Vong, Russell S. Ray, David P.
Olson, Bradford B. Lowell. GABAergic RIP-Cre
Neurons in the Arcuate Nucleus Selectively
Regulate Energy Expenditure. Cell, 2012; 151
(3): 645 DOI: 10.1016/j.cell.2012.09.020

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2012/10/121026153740.htm

Ученим вдалося отримати пейсмейкер 
з кардіоміоцитів

Дослідники з Інституту вивчення серця
«Седарс-Синаї» (Cedars-Sinai Heart Insti -
tute) змогли перепрограмувати кардіоміоци-
ти таким чином, що вони стали працювати
як клітини-водії ритму (пейсмейкери).
Цього вдалося досягти вбудовуванням в них
гена Tbx18. Результати проведеної наукової
роботи, сумарна тривалість якої становила
10 років, — суттєвий крок уперед на шляху
до створення засобів відновлення ритму
роботи серця.

Хі Чол Чо (Hee Cheol Cho), співробітник
зазначеного інституту, вважає, що хоча
рані ше вже створювали примітивні біологіч-
ні пейсмейкери, проведене дослідження
вперше доводить, що використання одного
гена може ініціювати перетворення м’язо-
вих клітин серця на пейсмейкерні. Одер -
жані пейсмейкери генерували електричні
імпульси спонтанно і не відрізнялися від
природних пейсмейкерів серця.

Пейсмейкери генерують електричні
імпульси, які поширюються серцем строго
певним чином — так, щоб м’язові волокна
серця скорочувалися в певному ритмі. Якщо
пейсмейкери перестають функціонувати
правильно, то серце в кращому випадку
починає скорочуватись аритмично; пацієн-
ти, які достатньою мірою здорові для опера-
тивного втручання, сподіваються на вжив-
лення електронного кардіостимулятора.
Наразі лише цей пристрій може замінити
клітини пейсмейкера, що вийшов з ладу.

Генератором нервових імпульсів, унаслі-
док поширення яких відбувається скорочен-
ня серця, є синусно-передсердний вузол. Він
розташований у правому передсерді біля
місця впадання верхньої порожнистої вени.
У серці налічується близько 10 млрд. клі-
тин. Із них щонайменше 10 тис. є пейсмей-
керами. Часто водіїв ритму серця називають
SAN-клітинами (SAN — від англ. Sinoatrial
node — синусно-передсердний вузол). Після
того як у кардіоміоцити було введено ген
Tbx18, відбувалося формування пейсмей-
керних клітин — індукованих пейсмейке-
рів, або iSAN-клітин. Вони мали всі харак-

Кардіомонітор
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теристики, притаманні природним пейсмей-
керам. Навіть коли ефект гена Tbx18 зни-
кав, iSAN-клітини зберігали особливості
природних пейсмейкерів.

Як засіб уведення гена в клітини вико-
ристовували спеціально сконструйовану для
цієї мети вірусну частинку. Ген Tbx18 віді -
грає принципово важливу роль у розвиткові
пейсмейкера ембріонів. У ході проведення
лабораторних випробувань in vitro, а також
досліджень на морських свинках було пока-
зано формування з кардіоміоцитів пейсмей-
кера. При цьому кардіоміоцити брали на
себе виконання нативних функцій пейсмей-
кера і набували їхніх характерних рис.

Зроблені раніше спроби створити пейс-
мейкерні клітини з кардіоміоцитів не мали
успіху. Тоді синтезовані водії ритму більшою
мірою нагадували м’язові клітини, ніж пейс-
мейкери. Для одержання пейсмейкера нама-
галися використовувати ембріональні стовбу-
рові клітини. Однак цей підхід має обмежені
можливості, оскільки підвищує ймовірність
розвитку онкологічних захворювань.

Більш докладний опис результатів про-
веденого дослідження можна віднайти у
виданні Nature Biotechnology від 8 січня.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2012/12/121216132509.htm

Генетичні механізми синтезу інсуліну:
метод аналізу геному допомагає

відслідковувати генетичну природу
цукрового діабету

У дослідженні, результати якого опублі-
ковано в онлайновій версії журналу Nature
Genetics, вчені виявили три нові й відносно
рідкісні генетичні варіанти, які впливають
на синтез інсуліну. Таким чином одержано
нові дані щодо генетичних причин розвитку
цукрового діабету.

На думку Карена Мохлке (Karen
Mohlke), одного з провідних авторів дослід-
ження, ад’юнкт-професора зі Школи меди-
цини при Університеті Північної Кароліни
(University of North Carolina School of
Medicine, США), вивчення генетичних полі-
морфізмів, навіть таких, що рідко трапля-
ються, допомагає вченим встановити меха-
нізми, за якими гени впливають на стан
здоров’я людини і розвиток захворювань. За
його словами, результати нового досліджен-
ня допомогли з’ясувати значення полімор-
фізмів генів у процесингу та секреції моле-
кул інсуліну.

Це дослідження, проведене з викорис-
танням екзомного генотипування, дало змо -
гу розробити метод визначення генетичного
поліморфізму, який є менш високовартіс-
ним порівняно з генетичним секвенуван-
ням. Він дозволяє вченим швидко проводи-
ти скринінг зразків ДНК для конкретних
генів і є особливо корисним для тестування
видів поліморфізму, що рідко трапляються.

За допомогою цього методу було протес-
товано велику кількість людей — у даному
разі понад 8 000. Учені очікують, що цей тип
аналізу буде корисним для пошуку рідкіс-
них видів, пов’язаних із безліччю складних
ознак, у тому числі ожирінням або раком.

Учені використовували дані, які були
отримано у великомасштабному досліджен-
ні стану здоров’я населення, проведеному
фахівцями з Університету Східної Фінляндії
(University of Eastern Finland, Фінляндія).
Дослідницька група під керівництвом Дже -
роєн Х’юг (Jeroen Huyghe) з Університету
Мічигану в Енн Арбор (University of Mi -
chigan, США) виконала статистичну оброб-
ку результатів дослідження, за якої було
інтегровано генетичні дані з історій хвороби
8 229 людей, що живуть у Фінляндії.

Діабет, від якого потерпають понад 25 млн.
людей у Сполучених Штатах, є наслідком
нездатності організму виробляти або вико-
ристовувати інсулін. Учені вважають, що за
цієї хвороби не слід зосереджувати увагу на
одному гені, оскільки є низка генів, що
впливають на стан здоров’я і спосіб життя,
збільшуючи шанси людини зазнати захво-
рювання.

Результати досліджень показали, що
поліморфізми трьох генів — TBC1D30,
KANK1 і PAM — пов’язані з порушенням
синтезу або процесингу інсуліну в організмі
людини, причому такий взаємозв’язок вияв-
ляли навіть у пацієнтів, які не були хворі на
цукровий діабет. Зазначені гени можуть
слугувати індикатором схильності людини
до розвитку цукрового діабету.

На наступному етапі дослідження вчені
планують вивчати далі питання, як саме ці
гени можуть призвести до виникнення діа-
бету. Вони також сподіваються, що отрима-
ні результати сприятимуть застосуванню
іншими дослідниками екзомного аналізу
для вивчення впливу генетичних чинників
на інші тяжкі захворювання.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2012/12/121223152412.htm
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Створено каталог шкідливих генетичних
варіантів у здорових людей

Дослідники з Кембриджа і Кардіффа
з’ясували, що в середньому нормальна здо-
рова людина є носієм близько 400 потенційно
небезпечних варіантів ДНК і двох варіантів,
безпосередньо асоційованих із захво рюван -
нями. Вони продемонстрували, що в резуль-
таті наявності таких генетичних варіантів у
одного з 10 досліджуваних людей може роз-
винутися відповідне захворювання. Фа хів -
цям давно відомо, що у всіх людей є певні
ушкодження генетичних варіантів, які або
зовсім не впливають на стан здоров’я, або
справляють слабкий вплив. Однак дослідни-
кам вдалось уперше визначити й кількісно
оцінити такі варіанти у кожного з учасників
експерименту. Загалом їх нараховано 400 й,
імовірно, це число збільшуватиметься, оскіль-
ки зараз проводять генетичні дослідження,
які дають змогу ефективніше виявляти рідкіс-
ні генетичні варіанти. Проте такі дослідження
висувають на перший план етичні питання,
що пов’язані з анонімними дослідженнями і
випадковими висновками.

Упродовж понад півстоліття дослідники
в галузі медичної генетики намагалися вста-
новити величину шкоди, що її завдають
небезпечні варіанти в геномі людини.
Дослідження, що їх проводять під керівниц-
твом д-ра Ялі Ксю (Yali Xue) з Інституту
Сенджера (Wellcome Trust Sanger Institute),
врешті-решт наблизили вчених до розумін-
ня масштабів цих руйнівних мутацій.
Автори вперше провели кількісне оцінюван-
ня вмісту потенційно небезпечних варіантів
у геномі нормальних здорових людей шля-
хом порівняння двох баз даних. Вони зістав-
ляли інформацію, що стосується повногеном -
них послідовностей ДНК у 179 осіб, які
брали участь у пілотному проекті «1000 ге -
но мів» і з малим ступенем імовірності мали
явні вияви генетичних захворювань на
момент відбору проб для аналізу ДНК. Окрім
того було використано інформацію з деталь-
ного каталогу бази даних людини, асоційова-
ну з хвороботворною мутацією гена людини
(HGMD) з літературних джерел.

У багатьох випадках ушкоджені гени ста-
новили окремі «рецесивні» генетичні варіан-
ти (алелі), які навряд чи могли завдати шкоди
здоров’ю його носія. Рецесивний алель справ-
лятиме свій вплив тільки за наявності двох
варіантів — по одному в кожній хромосомі.

Однак, як виявилось, один із кожних 10
учасників дослідження зазнавав потенцій-
ного клінічного впливу генетичних варіан-
тів. Це пов’язано з тим, що такі особи або

несуть дві копії конкретного рецесивного
захворювання, або, альтернативно, домінан-
тного генетичного варіанта. Домінуючі гене-
тичні варіанти захворювання можуть спро-
вокувати клінічний симптом за наявності
в геномі навіть однієї копії.

За словами керівника дослідження про-
фесора Девіда Купера (David Cooper) з Уні -
верситету Кардіфа (Cardiff University), було
встановлено, що більшість людей мали
потенційні хвороботворні мутації, генетич-
не захворювання, перебіг якого насправді
дуже м’який або виявляється тільки
в останні десятиліття життя. Тепер став оче-
видним той факт, що навіть в організмах
нормальних здорових людей є безліч ушкод-
жених або навіть повністю інактивованих
протеїнів, що не виявляють будь-якого
помітного негативного впливу на їхнє здо-
ров’я. Украй складно прогнозувати в кожно-
му конкретному випадку клінічні наслідки
наявності того чи іншого генетичного варіанта.
Проте зі вступом в нову еру персоналізованої
медицини такі бази даних, як HGMD, можуть
полегшити вирішення цього завдання.

Ці бази почали з’являтися протягом двох
останніх десятиліть, однак робота з їх створення
ще далека від завершення. Хворо бо твор ні пато-
логічні варіанти генів  загалом трапляються
досить рідко і всеосяжний пошук таких мута-
цій у багатьох популяціях лише розпочато.

Відібраний для цього дослідження гене-
тичний матеріал було отримано анонімно,
а відтак учасники не могли отримати жод-
ної інформації про ризики розвитку у них
конкретного генетичного порушення. Така
ситуація дедалі більше стає етичною пробле-
мою для медичних генетиків.

Усі геноми містять недоліки, деякі з лю -
дей несуть шкідливі варіанти, але не підда-
ватимуться ризику захворювання з тієї чи
іншої причини. Для інших вони не мати-
муть наслідків для здоров’я, але своєчасне
попередження про можливість захворюван-
ня може бути корисним. Досі ще не з’ясова-
но, чи можуть випадкові висновки стосува-
тися людей, які добровільно передають свої
зразки для досліджень.

З урахуванням того, що секвенування
ДНК набуває дедалі ширшого застосування,
першочерговим завданням генетиків є ви -
роблення найбільш етичного підходу до
поводження з одержуваною в результаті
досліджень конфіденційною інформацією.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2012/12/121206121904.htm
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Біомаркування часу. Новий метод
визначення біологічного віку

Жінки живуть довше за чоловіків. Люди
можуть виглядати і відчувати себе молод-
шими або старшими за свій хронологічний
вік. Хвороби здатні впливати на процеси
старіння. З погляду біології наш годинник
відраховує час по-різному.

У новому дослідженні вчені з Універ си -
те ту Каліфорнії зі школи медицини в Сан-
Дієго разом з колегами з інших країн опи-
сують маркери і моделі, які уможливлюють
кількісне оцінювання процесу старіння на
молекулярно-генетичному рівні, що забез-
печує не тільки вищий ступінь точності
визначення біологічного віку людини, але
також, можливо, і прогнозування або вилі-
ковування захворювань, що розвиваються
з плином часу. Результати досліджень було
опубліковано в онлайновому випуску жур-
налу Molecular Cell.

Професор офтальмології та генетики
людини Кан Занг (Kang Zhang, з Офталь мо -
ло гічного центру Каліфорнійського універ-
ситету Шайлі  (Shiley Eye Center) в Сан-Дієго
підтвердив добре відомий факт, що різні
люди старіють із неоднаковою швидкістю.
Деякі у свої 70 років виглядають так, ніби
їм лише 50, а інші в свої 50 мають вигляд на
70 років.

Виявлення маркерів і точне кількісне
визначення фактичної швидкості старіння у
людей досі не мало успіху. Наприклад, до -
слід ники запропонували використовувати
як маркер старіння теломери — повторювані
нуклеотидні послідовності, які знаходять ся
на кінцях хромосом і коротшають з віком.
Однак, як виявилося, окрім старіння, цей
показник піддається впливу інших чинни-
ків, зокрема стресу.

У новій статті, опублікованій в журналі
Molecular Cell, Занг  і його колеги описують
результати роботи з вивчення метилування
ДНК – фундаментального процесу, що три-
ває впродовж усього життя. Під час цього
процесу ме тиль ні групи прикріплюються до
молекул цитозину ДНК або від’єднуються
від них, унаслідок чого відбувається пригні-
чення або активація експресії генів. До слід -
ники визначили більш ніж 485 000 маркерів
метилування, розкиданих по всьому геному,
в зразках крові 656 людей віком від 19 до
101 року.

Професор Занг вважає цей спосіб прогно-
зування старіння людини вельми надійним,
і згодом його було підтверджено аналізом
кількох сотень зразків крові, взятих від
іншої групи людей.

Учені виявили, що метилом — повний
набір маркерів метилування людини —
і зміни в масштабах цілого геному цілком
передбачувано змінюється з плином часу.
Це уможливлює визначення фактичного біо -
логічного віку людини за допомогою аналізу
крові.

На думку авторів дослідження, точно
прогнозувати вік може саме метилом, а не
тільки кілька ключових генів. З плином
часу зони метилування розпадаються вздовж
усього геному. Для геному молодих людей
характерними є добре помітні межі чіт ко
структурованих зон метилування. Од нак
швидкість, з якою це відбувається, варіює,
і з ча сом зони метилування стають більш роз -
митими, а їхні межі втрачають чіткість.

Учені стверджують, що на молекулярно-
му рівні очевидним є існування розходжень у
швидкості старіння окремих індивідів
і навіть у швидкості старіння різних органів
однієї людини. Більш того, швидкість старін-
ня злоякісних і нормальних тканин різна.

Професор Занг вважає, що важливе зна-
чення може мати застосування одержаних
результатів для оцінки біологічного віку
і визначення швидкості старіння людини.
Ця інформація є вкрай важливою для меди-
цини. Її можна було б використовувати,
наприклад, для порівняння методів лікуван-
ня хворих з метою оцін ки впливу терапії,
в результаті якої па цієн ти стають здоровіши-
ми і молодшими. На разі вже є можливість
проводити скринінг сполук і перевіряти,
яким чином сповільнюється процес старіння
— на рівні тканин чи клітин.

На думку авторів дослідження, отримані
результати матимуть практичне застосуван-
ня. Зокрема, їх можна використовувати
в криміналістиці для визначення віку людини
за результатами вивчення клітин, ви ділених
з крові або зразка тканини. У найближчому
майбутньому вчені планують оцінити можли-
вість прогнозувати стан здоров’я людей за
характером метилування і виявити переваги
молекулярної діагностики порівняно з існую-
чими клінічними і фізичними маркерами.
Дослідники вважають пропонований ними
підхід дуже перспективним.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2012/11/121121130633.htm
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Як низькокалорійна дієта впливає 
на тривалість життя: захист клітини 

від ушкоджень, спричинених хронічними
хворобами

Учені науково-дослідних інститутів Глад -
стона виявили новий механізм, за допомо-
гою якого низькокалорійна дієта з малим
вмістом вуглеводів — так звана «кетогенна
дієта» — може відтермінувати вияви проце-
су старіння. Це фундаментальне відкриття
показує, як така дієта може уповільнити
процес старіння і, можливо, одного прекрас-
ного дня дасть змогу вченим поліпшити
лікування або профілактику вікових захво-
рювань, включаючи хвороби серця, Альц -
геймера і численні форми онкозахворювань.

Оскільки старіюче населення продовжує
зростати, вікові захворювання стають дедалі
по ширенішим явищем. У Сполучених Штатах
на сьогодні майже кожна шоста людина за
віком старша 65 років. Серцево-судинні захво-
рювання залишаються вбивцею людей номер
один, випередивши рак і хворобу Альцгей -
мера. Такі захворювання є тяжким випробову-
ванням для пацієнтів, їхніх родин та всієї сис-
теми охорони здоров’я. Але зараз дослідники з
лабораторії Гладстона визначили ту роль, яку
відіграють хімічні сполуки в організмі люди-
ни в процесі старіння, що може бути ключем
до створення нової терапії або профілактики
різних вікових захворювань.

Група дослідників під керівництвом д-ра
Вердена (Verdin), який очолює Центр боротьби
з ВІЛ і старінням у Гладстоні, а також є про-
фесором в Уні верситеті Каліфорнії (Сан-
Франциско, філія у Гладстоні), опублікувала в
журналі Science результати своїх досліджень,
що стосуються ролі сполуки β-оксибутират
(βOHB) — так званого «кетонного тіла», що
є побічним продуктом тривалого додержання
низькокалорійної дієти з малим вмістом вуг-
леводів. У людей з такими захворюваннями,
як цукровий діабет типу I, кетонні тіла, такі
як βOHB, можуть бути токсичними для орга-
нізму за дуже високих концентрацій. Однак 
д-р Верден і його колеги встановили, що за
нижчих концентрацій βOHB захищає клітини
від окиснювального стресу, який виникає
в тому разі, коли певні молекули досягають
токсичного рівня в організмі, що призводить
до появи ознак старіння.

За словами д-ра Вердена, багаторічні
дослідження показали, що зменшення кало-
рійності харчування уповільнює процеси
старіння і збільшує тривалість життя, однак
механізм цього ефекту залишається нез’ясо-
ваним. Цілком очевидно, що βOHB, як
основне джерело енергії для організму під

час фізичних вправ або голодування, блокує
клас ензимів, які могли б сприяти окисню-
вальному стресу, захищаючи тим самим клі-
тини від старіння.

Окиснювальний стрес виникає внаслідок
того, що клітини використовують кисень
для одержання енергії, але це також акти-
вує й інші потенційно токсичні молекули,
відомі як вільні радикали. У міру старіння
клітин вони стають менш ефективними
щодо знешкодження вільних радикалів, що
призводить до ушкодження клітин, окисню-
вального стресу і старіння.

Разом з тим, д-р Верден з колегами вия-
вили, що βOHB можуть сприяти і за тримці
цього процесу. У серії лабораторних експе-
риментів — спочатку в клітинах людини
в чашці Петрі, а потім у тканинах, взятих
у мишей — дослідники стежили за біохіміч-
ними змінами, які відбуваються з уве ден -
ням βOHB за постійної калорійної недостат-
ності. Дослідники виявили, що обмеження
калорій сприяє виробленню βOHB, який
блокує діяльність класу ензимів, так званих
гістондеацетилаз, або HDACs.

Зазвичай HDACs гальмує  пару генів —
Foxo3a і MT2. Підвищення рівня βOHB бло-
кує дію HDACs, активуючи ці два гени.
Після активації гени запускають процес, що
забезпечує стійкість клітин до окиснюваль-
ного стресу. Це відкриття не тільки виявило
нову роль сигнальної системи βOHB, але
також може бути способом сповільнення
негативних наслідків старіння у всіх кліти-
нах організму.

За словами авторів, це — прорив у розумін-
ні основних механізмів, що лежать в основі
функції HDACs, які беруть участь у процесі
старіння і виникненні неврологічних захворю-
вань. Ці результати нових дослідницьких
напрямів, присвячених пошуку нових методів
лікування вікових хвороб, у тому числі раку,
захворювань серцево-судинної системи, хворо-
би Альцгеймера, Паркін сона, аутизму та
черепно-мозкової травми, які вражають
мільйони людей і можливості лікування яких
вельми обмежені. Ідентифікація βOHB як спо-
лучної ланки між низькокалорійною дієтою та
захистом від окиснювального стресу відкриває
безліч нових шляхів для дослідників у бороть-
бі з хворобами. Вче ні збираються продовжити
вивчення меха нізмів дії βOHB та особливостей
його впливу на стан таких органів, як серце і
мозок.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2012/12/121206142025.htm
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Протеїн CtBP підвищує ризик 
розвитку раку молочної залози

Як повідомляють співробітники Націо -
нального інституту онкології США, протеїн,
пов’язаний із розвитком захворювань, що
спричинені порушенням обміну речовин,
таких як цукровий діабет і ожиріння, може
бути залучений у розвиток агресивних форм
пухлин молочної залози. Порушення обміну
речовин може відбуватися через збільшення
споживання вуглеводів, які здатні зумовлю-
вати підвищену активність С-кінцевого
зв’язувального протеїну (C-terminal binding
protein, CtBP). Гіперактивність CtBP є чин-
ником, що підвищує ймовірність розвитку
раку молочної залози.

Кевін Гарднер (Kevin Gardner), керівник
відділу регуляції транскрипції  при кафедрі
генетики Національного інституту онкології
(NCI’s Transcription Regulation Section,
Genetics Branch), вважає, що правильний
раціон харчування у сукупності з фармако-
логічними методами гальмування активнос-
ті CtBP може розірвати зв’язок між ожирін-
ням і раковими захворюваннями.

Результати проведених раніше дослід-
жень показали, що існує тісний взає-
мозв’язок між ожирінням і раковими захво-
рюваннями. Однак механізм, що лежить в
основі цього взаємозв’язку, вивчено недос-
татньо. Результати попереднього досліджен-
ня, присвяченого CtBP і проведеного в лабо-
раторії Гарднера, показали, що цей протеїн
пригнічує експресію гена, пов’язаного з роз-
витком раку молочної залози (BRCA1).
Інгібіторна активність CtBP виявлялась як
відповідь на високу метаболічну активність
клітин, завдяки чому забезпечувалося зас -
воєн ня вуглеводів. Отже, є підстави припус-
тити, що ожирін ня і приріст маси тіла
можуть призводити до розвитку раку молоч-
ної залози через пригнічення синтезу продук-
ту гена BRCA1. Це гальмування є наслідком
споживання великої кількості вуглево дів.

Проведена на цей час в лабораторії
Гарднера робота базується на результатах
описаних вище досліджень. Учені проаналі-
зували дані, що їх отримано в ході проведен-

ня дослідження з вивчення експресії генів.
Це було зроблено для того, аби визначити,
чи були метаболічні шляхи, що гальмують
CtBP, менш активними у пацієнток з більш
агресивними формами раку молочної зало-
зи. Для початку фахівці провели низку
лабораторних випробувань, використавши
клітини пухлин молочної залози людини.
Вони проаналізували зв’язок між CtBP і гена-
ми, з якими зв’язується цей протеїн, регу-
люючи їх експресію. Встановлюючи струк-
туру генів, автори дослідження виявляли,
де і як CtBP зв’язується з генами, що мають
стосунок до розвитку раку молочної залози.
Після цього вони проаналізували експресію
генів у клітинах, в яких була знижена
активність CtBP у результаті РНК-інтерфе-
ренції або рівень споживання вуглеводів
клітинами.

Проведене дослідження показало, що зі
зниженням активності CtBP зростає ефек-
тивність репарації ДНК, клітини починають
стабільно розвиватися, краще контролюють
процес свого росту. Крім того, було встанов-
лено, що метаболічні шляхи, на які впливає
CtBP, у разі більш агресивних форм раку
молочної залози перестають функціонувати
належним чином. Пацієнтки, у пухлинах
яких виявляли підвищений вміст  CtBP,
мали меншу тривалість життя. Гальму -
вання активності CtBP за допомогою спеці-
ального інгібітора, що зв’язується з CtBP,
призводило до усунення ефектів, що виника-
ють за гальмування генів молекулами CtBP у
клітинах пухлин, навіть за підвищеного
рівня метабо лічної активності, необхідної
для засвоєння вуглеводів.

Більш докладний опис результатів про-
веденого дослідження можна віднайти
в журналі Nature Communications.

Джерело: 
http://sci-lib.com/article1700.html

Лікування судинних розладів шляхом
використання клітин амніотичної рідини 

У журналі Cell опубліковано результати
нового підходу для одержання великої кіль-
кості клітин кровоносної системи, відомих
як клітини ендотелію судин (VECs), із клітин
амніотичної рідини (ACs) людини. Стра -
тегія, що її застосовано на мишах, виявила-
ся багатообіцяльною і відкриває можливості
для одержання великої кількості VECs, не -
об хідних для регенерації органів і лікуван-
ня різноманітних судинних захворювань.

Знімок клітини пухлини молочної залози
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Перший автор дослідження Шахін Рафії
(Shahin Rafii) з Медичного коледжу Вейля
Корнелла (Weill Cornell Medical College) кон-
статує, що на цей час не існує лікування,
доступного для широкого кола пацієнтів із
захворюваннями судин, легенів, з емфізе-
мою, діабетом і неврологічними розладами,
зокрема пацієнтів, які зазнали інфаркту,
інсульту, травми. Можливість заміни ушко -
джених або дисфункціональних ендотелі-
альних клітин нормальними культивовани-
ми ендотеліальними клітинами сприятиме
розробленню нової терапії для лікування
захворювань, що вражають мільйони паці-
єнтів у всьому світі.

VECs утворюють усю систему кровообігу,
в тому числі серця і кровоносних судин, і
допомагають контролювати артеріальний
тиск, сприяють утворенню нових кровонос-
них судин, а також підтримують відновлен-
ня та репарацію ушкоджених органів.
Широкий спектр судинних захворювань
пов’язаний з порушеннями у VECs. Тому
для успішного лікування потрібно створити
здорові клітини для трансплантації відпо-
відним  пацієнтам. Однак незабаром довело-
ся відмовитися від застосовуваних раніше
стратегій із використанням стовбурових
клітин: VECs, отримані зі стовбурових клі-
тин, були нестабільними і, як правило, мали
тенденцію до перетворення на васкулярні
клітини. Крім того, їх кількість не могла
швидко збільшуватися, що обмежувало
потенціал для клінічного використання.

Для усунення цих обмежень Рафії зі своєю
групою розробили безпечний підхід до одер-
жання  великої кількості стабільних VECs із
амніотичних клітин, які екстрагуються під
час рутинної процедури амніоцентезу і, отже,
є постійним джерелом клітин. Для перепро -
грамування амніотичних клітин на зрілі й
функціональні VECs, так звані Rac-VECs,
дослідники включали і вимикали специфічні
гени за допомогою E-двадцять шостого
сімейства (E-twenty-six family) транскрипцій-
них факторів – протеїнів, які зв’язують ДНК і
мають важливе значення для розвитку VEC.

RAC-VECs були подібними до VECs
дорослих людей — вони експресували нор-
мальний набір судинно-специфічних генів.
Після трансплантації RAC-VECs у регене-
руючу печінку миші вони формували ста-
більні, нормальні, функціонально активні
кровоносні судини. За словами Рафії, це
було справжнім  відкриттям, що уможливи-
ло використання ендотеліальних клітини
для лікування численних судинних розладів
у відповідних пацієнтів. 

Матеріали дослідження подано в статті
Ginsberg M. et al. Efficient direct reprogram-
ming of mature amniotic cells into endothelial
cells by ETS factors and TGF  suppression. Cell.
2012 Oct 26; 151 (3) :559-75. doi:
10.1016/j.cell.2012.09.032. Epub 2012 Oct 18.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2012/10/121018123044.htm

Нові дані, що стосуються 
процесу автофагії

Співробітники медичного факультету
Каліфорнійського університету Сан-Дієго
з’ясували механізм регуляції автофагії –
фундаментального біологічного явища, яке
дозволяє клітинам виживати за несприятли-
вих умов, а організмові позбавлятися від
непотрібних клітин.

Провідний автор дослідження Кун-Лінь
Гуан (Kun-Liang Guan), професор кафедри
фармакології, співробітник Центру Мура
дослідження ракових захворювань при
Каліфорнійському університеті (UC San
Diego Moores Cancer Center), та його колеги
повідомляють про те, що ензим під назвою
АМРК, як правило, залучений у процес регу-
лювання енергії в клітині, регулює також і
роботу ензимів, що здійснюють автофагію.

Прийнято вважати, що автофагія (в пере-
кладі з грецької «самопоїдання») індукуєть-
ся для того, щоб захистити клітину від заги-
белі у разі виникнення несприятливих умов,
таких, наприклад, як нестача поживних
речовин, ушкодження органел (зокрема
рибосом або мітохондрій), інфекція. Подіб -
но до того, як людський організм, схильний
до впливу сильного морозу, знижує метабо-
лічну активність у кінцівках, аби зберегти
постійну температуру найважливіших час-
тин організму і забезпечити можливість
нормального функціонування внутрішніх
органів, автофагія супроводжується дегра-
дацією і синтезом певних клітинних компо-
нентів для забезпечення виживання клітин.

Знімок клітини ссавців, отриманий 
за допомогою електронного мікроскопа
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Автори проведеного дослідження вияви-
ли, що ензим АМРК регулює різні комплек-
си класу ензимів під назвою Vps34-кінази.
Деякі Vps34-кінази залучені до регуляції
переміщення везикул всередині клітин. Інші
комплекси Vps34 беруть участь в автофагії.
Професор Гуан  і його колеги вважають, що
АМРК гальмує  деякі ензими, що не мають
стосунку до автофагії, і активує такі, що
забезпечують перебіг цього процесу.

Проведене дослідження розширює уяв-
лення щодо процесу, необхідного для під-
тримки в інтактному стані клітинних фун-
кцій та виживання організму. За словами
професора Гуана, автофагія — це важливий
спосіб очищення клітин від ушкоджених
компонентів, які можуть завдати їм шкоди,
і одержання поживних речовин за умов
голодування. На його думку, порушення
перебігу цього процесу пов’язано з розвит-
ком деяких захворювань, зокрема онколо-
гічних і нейродегенеративних. Окрім того, у
клітинах накопичуються ушкодження, від-
бувається їх старіння.

Більш докладний опис результатів про-
веденого дослідження можна віднайти в
журналі Cell.

Джерело: 
http://sci-lib.com/article1682.html

Виявлено мутацію, пов’язану 
з розвитком бічного аміотрофічного

склерозу

Виявлено раніше невідому генетичну
мутацію, пов’язану з розвитком бічного
аміотрофічного склерозу (БАС). Можливо, її
вдасться використати для підвищення ефек-
тивності боротьби із цим захворюванням.

Д-р Майкл Стронг (Michael Strong),
декан факультету медицини і стоматології
(Schulich School of Medicine & Dentistry),
співробітник Інституту робототехніки уні-
верситету Західного Онтаріо, та його колеги
виявили мутації в гені ARHGEF28, що є в
геномі хворих на БАС. Аналізуючи спадкові
та спорадичні форми захворювання, вони
виявили, що практично у всіх розглянутих
випадках в організмі виявляються аномаль-
ні протеїни — продукти зазначеного вище
гена.

Бічний аміотрофічний склероз, відомий
як хвороба Лу Геріга, — тяжке прогресуюче
захворювання, за якого відбувається ура-
ження рухових нейронів, що забезпечують
зв’язок м’язових волокон з головним моз-
ком. За даними статистики, 90% людей,

яким ставлять такий діагноз, умирають
у середньому через п’ять років з моменту
виявлення хвороби. Зараз у Канаді налічу-
ється близько 2 тис., а в США 30 тис. людей,
які живуть з діагнозом БАС.

Автори проведеного дослідження пере-
конані в тому, що БАС — це порушення мета-
болізму РНК, а саме іРНК. Учені вважають,
що мутантний протеїн відіграє принципово
важливу роль у розвиткові захворювання.

Д-р Стронг констатує, що кожного разу,
коли вчені стикаються з деградацією клі-
тин, вони виявляють цей протеїн, який
накопичується у клітинах в аномальній
кількості. На його думку, виявлення мута-
ції в гені, що кодує зазначений протеїн,
є великим досягненням.

На відміну від багатьох протеїнів, які
виконують лише одну функцію, аномальний
протеїн, що його виявлено в нормі, виконує
дві функції. Одна його частина взаємодіє з
РНК, тоді як друга бере участь у процесі реге-
нерації. Вчені вважають, що функції, які
виконує цей протеїн, перешкоджають одна
одній, тобто він не може виконувати обидві
функції одночасно.

На думку д-ра Стронга, у разі наявності
БАС відбувається зміна частини протеїну,
що відповідає за взаємодію з РНК, при
цьому втрачається здатність відповідати на
виникнення клітинних ушкоджень. Учений
вважає, що зараз потрібно з’ясувати, як
саме і що перемикає протеїн за виконання
тих чи інших функцій.

Джерело: 
http://sci-lib.com/article1677.html і 

http://www.hindawi.com/journals/nri/
2012/806306/

Експериментальна терапія 
допомагає подолати гематоенцефалічний

бар’єр під час лікування 
неврологічних хвороб

Дослідникам вдалося вирішити серйозну
проблему, що стосується лікування захво-
рювань головного мозку. Розроблена ними
нова експериментальна молекулярна тера-
пія допомагає долати гематоенцефалічний
бар’єр під час лікування неврологічної лізо-
сомальної хвороби в організмі мишей.

Результати роботи, проведеної дослідни-
ками Дитячого госпіталю при Медичному
центрі Цинциннаті (Cincinnati Children’s
Hospital Medical Center, США), опублікова-
но в журналі Proc. Nat. Acad. Sci., USA.
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Керівник дослідження Дао Пан (Dao
Pan), співробітник Інституту онкологічних
та гематологічних захворювань (Cancer and
Blood Diseases Institute) при Дитячому гос-
піталі констатує, що в ході цієї роботи було
створено методику застосування неінвазив-
них процедур, що дає змогу долати гемато-
енцефалічний бар’єр і доставляти великі
молекули терапевтичних агентів для ліку-
вання неврологічних хвороб, зумовлених
накопиченням лізосом. Це відкриття сприя-
тиме розробленню лікарських препаратів,
які можна буде протестувати за інших
захворювань мозку, таких як хвороби
Паркінсона та Альцгеймера.

Вчені одержали високомолекулярну
речовину, з’єднавши частину протеїну, так
званого аполіпопротеїну Е (APOE), з тера-
певтичним лізосомальним ензимом а-L-іду-
рондазою (IDUA). Назвавши отримані речо-
вини IDUAe1 і IDUAe2, дослідники
спо чатку використовували їх для оброблен-
ня культивованих у лабораторії клітин
людей, хворих на мукополісахаридоз типу I
(MPS I). Окрім того, одержані речовини було
протестовано на моделі МПС I на мишах.

Мукополісахарідоз типу I є одним з най-
поширеніших лізосомних захворювань, що
вражають центральну нервову систему, а у
формі, що рідко трапляється, виявляється
як синдром Гурлера. У людини проявами
захворювання можуть бути гідроцефалія,
відставання в розвиткові або когнітивні  від-
хилення. Якщо не проводити лікування,
багато пацієнтів помирають, не досягнувши
й 10-річного віку.

Лізосоми є частиною внутрішнього вміс-
ту клітини, яка виступає в ролі системи ути-
лізації відходів і сприяє очищенню клітин
та зберіганню нормальної функції. У разі
лізосомної хвороби, такої як MPS I, у лізосо-
мах відсутні ензими, які є необхідними для
розщеплення певних речовин. Це призво-
дить до накопичення продуктів метаболізму
в клітинах і порушення їх функціонування.

За MPS I у клітинах відсутній ензим
IDUA, унаслідок чого в головному мозку та
інших органах відбувається накопичення глі-
козаміногліканів. У ході цього дослідження
вчені випробували процедуру доставлення
IDUА в клітини головного мозку, попередньо
розробивши спосіб доставлення ензиму через
гематоенцефалічний бар’єр до нейронів.

Гематоенцефалічний бар’єр є фізіологіч-
ною перешкодою, яка змінює проникність
дрібних кровоносних судин — капілярів —
у мозку. Її мета полягає в захисті мозку,
запобігаючи проникненню лікарських пре-

паратів, патогенних мікроорганізмів та
інших чужорідних субстанцій у тканини
головного мозку. Саме тому цей бар’єр ста-
новить проблему під час лікування захворю-
вань мозку за допомогою ліків.

Дослідники експериментували з низкою
похідних ApoE — протеїном, який зв’язу-
ється з рецепторами жирних кислот на клі-
тинах ендотелію, що вистилають внутрішню
поверхню капілярів гематоенцефалічного
бар’єру. Вони виявили, що приєднання ком-
понентів ApoE до ензиму IDUA дозволяє
модифікувати протеїн, надавши йому здат-
ності приєднуватися до ендотеліальних клі-
тин і проходити їх, потрапляючи в тканини
мозку.

Дослідники ввели експериментальний
препарат IDUAe1 у хвостову вену мишей
з MPS I. Встановлено, що, на відміну від
доступних на цей час немодифікованих
ензимних препаратів, модифікований ензим
проникає через гематоенцефалічний бар’єр
і потрапляє в нейрони мозку та астроцити
залежно від дози. У клітинах мозку мишей
нормалізувався рівень глікозаміно гліканів
і лізосомальних ензимів бета-гексозамініда-
зи. У разі продовження лікування шляхом
генної терапії з використанням гемопоетич-
них стовбурових клітин нормальний рівень
цих речовин зберігався до кінця п’ятимісяч-
ного періоду спостереження.

Дослідники мають намір проводити далі
доклінічні випробування з метою підтвер-
дження ефективності препарату на основі
IDUA для лікування MPS I, маючи водночас
на увазі, що застосування результатів, одер-
жаних на лабораторних мишах, до людини,

Дослідники вирішили серйозну проблему 
в лікуванні захворювань головного мозку,

створивши експериментальну молекулярну
терапію, що дає змогу долати

гематоенцефалічний бар'єр для лікування
неврологічних лізосомних хвороб у мишей

(фото: © pixologic / Fotolia)
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може зумовити додаткові труднощі. Крім
того, вчені планують перевірити можливість
розроблення подібних нейротерапевтичних
препаратів, що долають гематоенцефаліч-
ний бар’єр, для лікування інших захворю-
вань.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2013/02/130204153712.htm

Пияцтво підвищує ризик розвитку
цукрового діабету 2-го типу шляхом

стимуляції розвитку
інсулінорезистентності

Пияцтво — останній крок на шляху до
алкоголізму. Як показують результати
дослідження, проведеного співробітниками
Інституту вивчення проблем ожиріння, діа-
бету і обміну речовин при Медичному ком-
плексі Маунт-Синай (Diabetes Obesity and
Metabolism Institute at the Icahn School of
Medicine at Mount Sinai), пияцтво спричи-
нює резистентність до інсуліну — патоло-
гію, яка суттєво підвищує ризик розвитку
цукрового діабету 2-го типу. Як з’ясувалося,
алкоголь порушує роботу інсулінрецептор-
ної сигнальної системи.

Професор Крістоф Буттнер (Christoph
Buettner), провідний автор дослідження,

пояснив, що інсулінорезистентність — це
патологія обміну речовин, що призводить  до
виникнення цукрового діабету 2-го типу та
атеро склеротичної хвороби серця (атерос-
клеротичного звуження коронарних арте-
рій). Організм людини, яка регулярно бага-
то п’є протягом років (нехай навіть один раз
на тиждень), може протягом тривалого часу
(аж до декількох років) перебувати в стані
нечутливості до дії інсуліну.

У рамках проведеного дослідження авто-
ри піддавали щурів дії алкоголю протягом
трьох днів поспіль. Так учені намагалися
розвинути в організмі тварин стан, аналогіч-
ний тому, що розвивається в організмі
людини, яка п’є регулярно й багато.
Контрольна група тварин отримувала ту
саму кількість калорій (без алкоголю).
Після того як алкоголь переставав виявля-
тися в крові, дослідники аналізували мета-
болізм глюкози за допомогою або тестів на
толерантність до глюкози, або інфузій інсу-
ліну. У плазмі крові тварин, які зазнавали
дії алкоголю, виявляли підвищений вміст
інсуліну (порівняно з контрольною групою).

Підвищений вміст інсуліну в плазмі кро -
ві — основний компонент метаболічного
синдрому (групи факторів, які підвищують
ймовірність розвитку цукрового діабету 2-го
типу, атеросклеротичної хвороби серця та
інсульту).

Більш докладний опис результатів про-
веденого дослідження можна віднайти
в журналі Science Translational Medicine.

Джерело: 
http://sci-lib.com/article1695.html

Матеріал підготувала 
О. С. Виноградова



ACHEMASIA 2013 ACHEMASIA 2013 – – 
9-9-йй МІЖНАРОДНИЙ КОНГРЕС І ВИСТАВКА З ХІМІЧНОГОМІЖНАРОДНИЙ КОНГРЕС І ВИСТАВКА З ХІМІЧНОГО

МАШИНОБУДУВАННЯ ТА БІОТЕХНОЛОГІЙМАШИНОБУДУВАННЯ ТА БІОТЕХНОЛОГІЙ

Дата проведення: 13–16.05.2013 р. 
Місце проведення: Пекін, Китай. 
Веб-сайт: http://www.expoclub.ru/db/exhibition/view/7357/

Питання для обговорення: сировина й обладнання для хімічної та нафтохімічної промисло-
вості, основна та неорганічна хімія, агрохімія, нафтопереробка і нафтохімія, паливо, мастиль-
ні матеріали, органічний синтез, синтетичні смоли, пластмаси, переробка пластмас, хімічні
волокна і нитки, композиційні матеріали, склопластики, лакофарбові матеріали, синтетичні
каучуки, гумотехнічні вироби, шини, побутова хімія, парфумерія та косметика, малотоннажна
хімія, реактиви, каталізатори, кінофотоматеріали, магнітні носії, мікробіологічний синтез, біо-
технології, лікарські субстанції, товари народного споживання, проектування хімічних під-
приємств, складів, терміналів, управління хімічним виробництвом, транспортування хімічної
та нафтохімічної продукції, тара й пакування, хімічні технології, наукові дослідження, прила-
ди та засоби автоматизації, лабораторне обладнання і посуд, охорона довкілля, інформаційні
технології, галузеві асоціації, професійні спілки, технічна література, ЗМІ.

VI VI МЕЖДУНАРОДНАЯ СТУДЕНЧЕСКАЯ НАУЧНАЯМЕЖДУНАРОДНАЯ СТУДЕНЧЕСКАЯ НАУЧНАЯ
КОНФЕРЕНЦИЯ «АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫКОНФЕРЕНЦИЯ «АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ

ИНФЕКЦИОННОЙ ПАТОЛОГИИ И БИОТЕХНОЛОГИИ»ИНФЕКЦИОННОЙ ПАТОЛОГИИ И БИОТЕХНОЛОГИИ»
VI VI Міжнародна студентська наукова конференція «АктуальніМіжнародна студентська наукова конференція «Актуальні

проблеми інфекційної патології та біотехнології»проблеми інфекційної патології та біотехнології»

Дата проведення: 14–15.05.2013 р.
Місце проведення: Ульяновськ, РФ.
Веб-сайт: http :/ /konferencii.ru/info/id/103387

Основні тематичні напрями конференції:
– дослідження в галузі мікробіології та вірусології;
– актуальні проблеми біотехнології (у тому числі нанобіотехнології) та імунології;
– проблеми епізоотології та епідеміології;
– експертиза харчової сировини і продуктів харчування;
– діагностика, лікування та профілактика інфекційних хвороб тварин і людей.

44THTH ANNUAL THERAPEUTIC PROTEIN PRODUCTION EVENTANNUAL THERAPEUTIC PROTEIN PRODUCTION EVENT
4-та щорічна конференція з питань одержання 4-та щорічна конференція з питань одержання 

терапевтично активних протеїнівтерапевтично активних протеїнів

Дата проведення: 15.05.2013 р. 
Місце проведення: Лондон, Велика Британія.
Веб-сайт: www.regonline.co.uk/protein2013

Тематика конференції:
– виробництво терапевтично активних протеїнів із бактеріальних систем; 
– нова технологія для візуалізації, визначення розмірів і підрахунку невидимих неозброє-

ним оком протеїнових груп;

ККООННФФЕЕРРЕЕННЦЦІІЇЇ,,   ЗЗ’’ЇЇЗЗДДИИ,,
ССИИММППООЗЗІІУУММИИ,,  ВВИИССТТААВВККИИ
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– технологія переробки моноклональних антитіл;
– розроблення технології одержання агоністів і антагоністів гормону росту пролонгованої дії;
– технологія зшивання для виробництва терапевтично активних протеїнів;
– аналіз залишків клітини-хазяїна для виробництва нових протеїнів і біоподібних протеї-

нів: вимоги, правила і застосування нових технологій;
– технології полірування: як ефективно позбутися від домішок і потенційних забруднювачів.

CONGRESS OF THE INTERNATIONAL SOCIETY CONGRESS OF THE INTERNATIONAL SOCIETY 
FOR ADVANCEMENT OF CYTOMETRY CYTO 2013FOR ADVANCEMENT OF CYTOMETRY CYTO 2013

Конгрес Міжнародного товариства розвитку цитометрії Конгрес Міжнародного товариства розвитку цитометрії 
CYTO 2013CYTO 2013

Дата проведення: 19–22.05.2013 р. 
Місце проведення: Сан-Дієго, США.
Веб-сайт: http://cytoconference.org/cyto/

2013/Home.aspx

Тематика конференції:
– нові полімерні флуорохроми та їх застосування в пситометрії (pcytometry) багатоколірно-

го потоку;
– проточна цитометрія;
– пристрій групової ідентифікації для користувачів потоками цитометра. 

6-6-яя ВСЕРОССИЙСКАЯ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯВСЕРОССИЙСКАЯ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ
КОНФЕРЕНЦИЯ СТУДЕНТОВ, АСПИРАНТОВ И МОЛОДЫХКОНФЕРЕНЦИЯ СТУДЕНТОВ, АСПИРАНТОВ И МОЛОДЫХ

УЧЕНЫХ С МЕЖДУНАРОДНЫМ УЧАСТИЕМ «ТЕХНОЛОГИИУЧЕНЫХ С МЕЖДУНАРОДНЫМ УЧАСТИЕМ «ТЕХНОЛОГИИ
И ОБОРУДОВАНИЕ ХИМИЧЕСКОЙ, БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОЙИ ОБОРУДОВАНИЕ ХИМИЧЕСКОЙ, БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОЙ

И ПИЩЕВОЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ» (ТОХБИПП-2013)И ПИЩЕВОЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ» (ТОХБИПП-2013)
6-та Всеросійська науково-практична конференція студентів,6-та Всеросійська науково-практична конференція студентів,

аспірантів та молодих учених з міжнародною участюаспірантів та молодих учених з міжнародною участю
«Технології та обладнання хімічної, біотехнологічної і харчової«Технології та обладнання хімічної, біотехнологічної і харчової

промисловості» (ТОХБИПП-2013)промисловості» (ТОХБИПП-2013)

Дата проведення: 22–24.05.2013 р. 
Місце проведення: Бійськ, РФ.
Веб-сайт: http://konferencii.ru/info/id/103367

Тематика конференції:
– технологічне та апаратурне забезпечення процесів хімічної, біотехнологічної, харчової та

фармацевтичної промисловості;
– інтенсифікація процесів хімічних, харчових технологій і біотехнологій;
– астосування нанотехнологій у хімічній, харчовій та біотехнологічній промисловості;
– моделювання технологічних процесів;
– ресурсозберігальні технології в харчовому та хімічному машинобудуванні і суміжних

галузях;
– сучасні засоби і методи аналізу сировини, продуктів і виробів;
– економіка, організація та управління підприємствами галузі;
– стандартизація, сертифікація, управління якістю та безпека процесів і продуктів техно-

логій.



BIOTECHNOLOGIA ACTA, V. 6, No2, 2013

142

55THTH POLISH-UKRAINIAN WEIGL CONFERENCE POLISH-UKRAINIAN WEIGL CONFERENCE 
ON MICROBIOLOGYON MICROBIOLOGY

V V Міжнародна польсько-українська Міжнародна польсько-українська 
Вейгелівська конференція з мікробіологіїВейгелівська конференція з мікробіології

Дата проведення: 23–25.05.2013 р.
Місце проведення: Чернівці, Україна. 
Веб-сайт: http://www.cellbiol.lviv.ua/weigl5/index.html

Основне питання, що розглядатиметься на конференції, — ознайомлення з найновішими
досягненнями в галузі мікробіології та імунології.

Робоча програма Конференції включатиме засідання  таких секцій:
• клітинна біологія та молекулярна генетика мікроорганізмів;
• медична мікробіологія;
• імунологія;
• систематика мікроорганізмів та екологія;
• біотехнологія.

МЕЖДУНАРОДНАЯ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯМЕЖДУНАРОДНАЯ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ
КОНФЕРЕНЦИЯ «ПРОБЛЕМЫ РАЗВИТИЯ БИОТЕХНОЛОГИИКОНФЕРЕНЦИЯ «ПРОБЛЕМЫ РАЗВИТИЯ БИОТЕХНОЛОГИИ

В АГРАРНОЙ СФЕРЕ»В АГРАРНОЙ СФЕРЕ»
Міжнародна науково-практична конференція «ПроблемиМіжнародна науково-практична конференція «Проблеми

розвитку біотехнології в аграрній галузі»розвитку біотехнології в аграрній галузі»

Дата проведення: 24–25.05.2013 р.
Місце проведення: Єкатеринбург, РФ.
Веб-сайт: http://konferencii.ru/list/search% 5BtopicId% 5D/38/isTopic/1

Мета проведення конференції — обговорення новітніх досягнень та аналіз прикладних
аспектів біотехнології в АПК і сільському господарстві.

Напрями роботи конференції:
– сільськогосподарська біотехнологія;
– біотехнології в харчовій і переробній промисловості;
– біотехнології в галузі охорони навколишнього природного середовища;
– розвиток освіти і науки в галузі біотехнології;
– міжнародне співробітництво в галузі біотехнології.

BIO-IT WORLD ASIA 2013BIO-IT WORLD ASIA 2013
Конференція з питань біоінформаційних технологійКонференція з питань біоінформаційних технологій

Дата проведення: 28–31.05.2013 р. 
Місце проведення: Сінгапур.
Веб-сайт: http://www.Bio-ITWorldAsia.com

На конференції обговорюватимуться питання, що стосуються інноваційних і передових тех-
нологій у галузі оброблення великих обсягів даних та аналітики, геноміки, молекулярної діа -
гностики і трансляційної інформатики, які справляють прямий або непрямий вплив на підви-
щення ефективності клінічних досліджень, охорони здоров’я та доставлення лікарських
препаратів, клінічного управління даними і проведення клінічних випробувань, біоінформати-
ки та геноміки раку, молекулярної діагностики.
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TARGETING ALZHEIMER’S DISEASE 2013TARGETING ALZHEIMER’S DISEASE 2013
Конгрес із питань таргетингу хвороби АльцгеймераКонгрес із питань таргетингу хвороби Альцгеймера

Дата проведення: 04–06.06.2013 р. 
Місце проведення: Філадельфія, США. 
Веб-сайт: http://www.worldpharmacongress.com/Alzheimers-Disease-Conference/

Проблеми для обговорення:
– безпека біопрепаратів і біоаналогів;
– використання стовбурових клітин для скринінгу безпечних ліків;
– вступ до вивчення метаболізму препарату та його ролі в токсичності ліків;
– епігенетичні механізми болю;
– застосування нанотехнологій в інноваційній терапії;
– стратегічний план для проведення аутсорсингу доклінічної діагностичної візуалізації;
– досягнення в галузі обробки зображень.

HFP2013: MOLECULAR MECHANISMS OF HOST–PATHOGENHFP2013: MOLECULAR MECHANISMS OF HOST–PATHOGEN
INTERACTIONS AND VIRULENCE IN HUMAN FUNGALINTERACTIONS AND VIRULENCE IN HUMAN FUNGAL

PATHOGENSPATHOGENS
Симпозіум «Молекулярні механізми взаємодії хазяїн–патогеннийСимпозіум «Молекулярні механізми взаємодії хазяїн–патогенний

організм і вірулентність для патогенних грибів людини»організм і вірулентність для патогенних грибів людини»

Дата проведення: 25–31.05.2013 р.
Місце проведення: Ля Коль сюр Луп, Франція (La Colle-sur-Loup, France).
Веб-сайт: www.pasteur.fr/hfp2013

Огляд сучасних знань про досягнення в галузі  молекулярних досліджень патогенних грибів. 
Обговорюватимуться проблеми порівняльної та еволюційної геноміки, сигналізації і морфо-

генезу, спарювання, взаємодії хазяїн–гриб, динаміка клітинної стінки, протигрибковий імуні-
тет, експериментальні моделі грибкових інфекцій.

CHROMOSOME INSTABILITY AND ANEUPLOIDY IN CANCER:CHROMOSOME INSTABILITY AND ANEUPLOIDY IN CANCER:
FROM MECHANISMS TO THERAPEUTICSFROM MECHANISMS TO THERAPEUTICS

Конференція: «Хромосомна нестабільність та анеуплоїдія Конференція: «Хромосомна нестабільність та анеуплоїдія 
за злоякісних новоутворень: від механізмів до терапії»за злоякісних новоутворень: від механізмів до терапії»

Дата проведення: 27–29.05.2013 р. 
Місце проведення: Мадрид, Іспанія. 
Веб-сайт: cnio.es / eventos / index.asp

На конференції обговорюватимуться успіхи, досягнуті в розумінні того, як анеуплоїдія
сприяє ініціації та прогресуванню розвитку онкологічних захворювань у людини.

Теми для обговорення:
– механізми походження анеуплоїдії; 
– вплив анеуплоїдії на клітинну проліферацію і виживання на моделі злоякісних пухлин;
– CIN-гени раку в людини;
– моделювання анеуплоїдії на мишах; 
– програмування анеуплоїдії як можливості протипухлинної терапії.  
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THE 6THE 6THTH INTERNATIONAL COARSE INTERNATIONAL COARSE 
IN YEAST SYSTEMS BIOLOGYIN YEAST SYSTEMS BIOLOGY

6-та Міжнародна конференція із системної біології дріжджів6-та Міжнародна конференція із системної біології дріжджів

Дата проведення: 03–10.06.2013 р. 
Місце проведення: Гетеборг, Швеція. 
Веб-сайт: www.icysb.se

Конференція сприятиме обміну досвідом аспірантів, молодих фахівців і вчених у галузі екс-
периментальної біології та медицини і / або теоретичних наук (фізики, математики, техніки) з
метою інтеграції математичного моделювання та моделювання з використанням експеримен-
тальних досліджень для вирішення біологічних або медичних питань. Особливий акцент буде
зроблено на динамічному моделюванні клітинних шляхів і аналізах на одноклітинному рівні.
Як експериментальний організм використовуватимуться дріжджі. Виявлені закономірності
можна буде застосовувати до будь-якого організму, включаючи людину.

КОНФЕРЕНЦІЯ МОЛОДИХ УЧЕНИХКОНФЕРЕНЦІЯ МОЛОДИХ УЧЕНИХ
«АКТУАЛЬНІ ПРОБЛЕМИ БІОХІМІЇ ТА БІОТЕХНОЛОГІЇ – 2013»«АКТУАЛЬНІ ПРОБЛЕМИ БІОХІМІЇ ТА БІОТЕХНОЛОГІЇ – 2013»

Дата проведення: 06–07.06.2013 р.
Місце проведення: Київ, Україна, на базі Інституту біохімії ім. О. В. Палладіна 

НАН України

ANNUAL INTERNATIONAL CONFERENCE OF THE ENGINEERANNUAL INTERNATIONAL CONFERENCE OF THE ENGINEER--
ING IN MEDICINE AND BIOLOGY SOCIETY (EMBC 2013)ING IN MEDICINE AND BIOLOGY SOCIETY (EMBC 2013)

Щорічна міжнародна конференція Щорічна міжнародна конференція 
Товариства з інжинірингу в медицині та біологіїТовариства з інжинірингу в медицині та біології

Дата проведення: 03–07.07.2013 р.
Місце проведення: Осака, Японія. 
Веб-сайт: http://embc2012.embs.org/

Тематика:
– Біомедична обробка сигналів.
– Біомедична візуалізація та обробка зображень.
– Медико-біологічна апаратура, біосенсори і біомікро / нанотехнології.
– Біоінформатика та обчислювальна біологія, системна біологія і методологія розроблення

моделей.
– Інжиніринг серцево-судинної та дихальної систем.
– Клітинна і тканинна інженерія та біоматеріали.
– Біомеханіка та робототехніка.
– Лікувально-діагностичні системи, прилади і технології, клінічна інженерія.

NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR AND INTERSTRANDNUCLEOTIDE EXCISION REPAIR AND INTERSTRAND
CROSSLINK REPAIR – FROM MOLECULES TO MANCROSSLINK REPAIR – FROM MOLECULES TO MAN

Ексцизійна репарація нуклеотидів і міжниткова поперечнаЕксцизійна репарація нуклеотидів і міжниткова поперечна
репарація – від молекул до людинирепарація – від молекул до людини

Дата проведення: 09–13.07.2013 р. 
Місце проведення: Смоленіче, Словаччина. 
Веб-сайт: www.exon.sk/smolenice2013
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Вчені ЄС і США обговорюватимуть, як формуються механізми синтезу протеїнів і сортуван-
ня геномної ДНК для виявлення конкретних місць ушкоджень, які відновлюються за двома
механізмами репарації, що має вирішальне значення для здоров’я людини та її розвитку.

1212THTH SYMPOSIUM ON BACTERIAL GENETICS AND ECOLOGYSYMPOSIUM ON BACTERIAL GENETICS AND ECOLOGY
((BAGECO 12)BAGECO 12)

12-й симпозіум з генетики та екології (12-й симпозіум з генетики та екології (BAGECO 12BAGECO 12))

Дата проведення: 09–13.07.2013 р. 
Місце проведення: Любляна, Словенія. 
Веб-сайт: www.bageco2013.org

На симпозіумі обговорюватимуться досягнення в галузі еволюції прокаріотів і горизонталь-
ного перенесення генів; соціально-мікробіологічного та мікробного мережевого угруповання;
мікробних взаємодій з евкаріотичними хазяями; фактори мікробного різноманіття та екологіч-
ні аспекти; корисні мікроби, а також мікробна відповідь на антропогенний вплив та досягнення
в галузі біотехнології.

A JOINT FEBS / EMBO LECTURE COURSE BIOMEMBRANES:A JOINT FEBS / EMBO LECTURE COURSE BIOMEMBRANES:
MOLECULAR ARCHITECTURE, DYNAMICS AND FUNCTIONMOLECULAR ARCHITECTURE, DYNAMICS AND FUNCTION

Об’єднаний курс лекцій Об’єднаний курс лекцій FEBS / EMBO FEBS / EMBO з біомембран:з біомембран:
молекулярна архітектоніка, динаміка і функціямолекулярна архітектоніка, динаміка і функція

Дата проведення: 10–20.06.2013 р. 
Місце проведення: Корсика, Франція.
Веб-сайт: testweb.science.uu.nl/cargese2013

Мета лекцій – дати інтегроване уявлення про структуру, функції та генезис біологічних
мембран, підходи й методи  дослідження мембран.

BIOLOGICAL SURFACES AND INTERFACESBIOLOGICAL SURFACES AND INTERFACES
Біологічні поверхні та інтерфейсиБіологічні поверхні та інтерфейси

Дата проведення: 30.06.–05.07.2013 р. 
Місце проведення: Сант Феліу де Гуксольз, Іспанія. 

На конференції здійснюватиметься обмін ідеями між біологами, хіміками, фізиками, інже-
нерами та лікарями в цій галузі, що швидко розвивається, охоплюючи біосенсори, біочипи, тка-
нинну інженерію, медичні імплантати, лікування стовбуровими клітинами, наномедицину і
доставлення ліків. 

Тематика конференції: 
– платформи біоміметичних поверхонь;
– біомембрани і супрамолекулярні матеріали, контролювання клітинного відгуку за розроб-

леними поверхнями, м’яка матерія;
– нанотехнології, оптичні, магнітні та механічні системи виявлення аж до чутливості однієї

молекули, біоструктури.
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КОНГРЕС ФЕДЕРАЦІЇ ЄВРОПЕЙСЬКИХ БІОХІМІЧНИХКОНГРЕС ФЕДЕРАЦІЇ ЄВРОПЕЙСЬКИХ БІОХІМІЧНИХ
ТОВАРИСТВ 2013 «БІОЛОГІЧНІ МЕХАНІЗМИ»ТОВАРИСТВ 2013 «БІОЛОГІЧНІ МЕХАНІЗМИ»

Дата проведення: 6–11.07.2013 р.
Місце проведення: Санкт-Петербург, РФ.
Веб-сайт: www.febs-2013.org/eng/default.aspx

На конгресі обговорюватимуться такі аспекти: імунологія; РНК; біохімія вуглеводів; біоло-
гія стовбурових клітин; механізми протеолізу; бактеріологія; біоінформатика; біохімічні мето-
ди досліджень.

INTERNATIONAL CONFERENCE ON BIOTECHNOLOGY INTERNATIONAL CONFERENCE ON BIOTECHNOLOGY 
AND FOOD ENGINEERING ICBFEAND FOOD ENGINEERING ICBFE

Міжнародна конференція з питань біотехнології та розробленняМіжнародна конференція з питань біотехнології та розроблення
продуктів харчування продуктів харчування ICBFEICBFE

Дата проведення: 24–25.08.2013 р. 
Місце проведення: Сінгапур. 
Веб-сайт: http://www.icbfe.org/

2-га Міжнародна конференція з біотехнології і техніки харчових технологій (ICBFE 2013) є
головним форумом для презентації нових досягнень та результатів досліджень в галузях теоре-
тичної, експериментальної і прикладної біотехнології та харчових технологій. 

Тематика конференції:
– нановиробництво;
– наноматеріали;
– біотехнологія;
– прикладна біотехнологія у виробництві нових, більш якісних продуктів харчування;
– фізична хімія і термодинаміка у біотехнології;
– поліпшення екологічних процесів відновлення;
– біохімічна та біомолекулярна інженерія;
– біо- та біомедична інженерія;
– біологічна і медична хімія;
– сільськогосподарська біотехнологія;
– біотехнологія тварин;
– біокаталіз, органокаталіз і нанобіотехнологія;
– біоінформатика;
– біологічна та біомедична візуалізація;
– біоміметичні та самозбиральні матеріали;
– біоремедіація забруднених місць;
– біосенсори та молекулярна діагностика;
– клітинна і тканинна інженерія;
– екологічна біотехнологія;
– інженерна ензимологія;
– харчова біотехнологія;
– регуляція функціонування  генів;
– промислова біотехнологія;
– морська біотехнологія;
– медична біотехнологія;
– нанобіотехнології;
– наночастинки, нанокомпозити, нанопористі матеріали для біододатків;
– фармацевтична біотехнологія;
– біотехнологія рослин;
– протеїни і системи доставлення генів;
– структура та послідовність РНК і ДНК.
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ANNUAL WORLD CONGRESS OF MARINE BIOTECHNOLOGY —ANNUAL WORLD CONGRESS OF MARINE BIOTECHNOLOGY —
WCMB 2013WCMB 2013

Щорічний міжнародний конгрес із питань морськихЩорічний міжнародний конгрес із питань морських
біотехнологій — біотехнологій — WCMB 2013WCMB 2013

Дата проведення: 23–25.09.2013 р.
Місце проведення: Ханчжоу, Китай.
Веб-сайт: http://www.bitconferences.com/

wcmb2012/welcomemessage.asp

На конгресі планується обговорення тем, пов’язаних з новітніми досягненнями в галузях
морської біотехнології, біотехнології водоростей, морських природних сполук, морської біо-
енергетики, ресурсів і охорони навколишнього середовища, біоремедіації щодо застосування
морської біотехнології.

BIOETHICS EDUCATION: CONTENTS, METHODS, TRENDS —BIOETHICS EDUCATION: CONTENTS, METHODS, TRENDS —
INTERNATIONAL CONFERENCEINTERNATIONAL CONFERENCE

Міжнародна конференція з питань викладання біоетики —Міжнародна конференція з питань викладання біоетики —
зміст, методи, тенденціїзміст, методи, тенденції

Дата проведення: 19–21.11.2013 р.
Місце проведення: Неаполь, Італія. 
Веб-сайт: http://www.isas.co.il/bioethics2013/

Основні аспекти для обговорення:
• біоетика і право; • екобіоетика;
• психіатрія та біоетика; • реабілітація і біоетика;
• хірургія і біоетика; • біополітика та етика.

2014 2014 JOINT ISBRA / RSA WORLD CONGRESS - INTERNATIONJOINT ISBRA / RSA WORLD CONGRESS - INTERNATION--
AL SOCIETY FOR BIOMEDICAL RESEARCH ON ALCOHOLISMAL SOCIETY FOR BIOMEDICAL RESEARCH ON ALCOHOLISM

Світовий конгрес Міжнародного товариства біомедичнихСвітовий конгрес Міжнародного товариства біомедичних
досліджень алкоголізму — 2014 досліджень алкоголізму — 2014 JOINT ISBRAJOINT ISBRA

Дата проведення: 21–25.06.2014 р. 
Місце проведення: Сієтл, США. 
Веб-сайт: http://www.isbra.com/

Метою конгресу є обмін передовим досвідом на міжнародному рівні з усіх аспектів біоме-
дичних досліджень  проблем алкоголізму та пов’язаних з алкоголем біомедичних явищ. Ці
дослідження на міжнародному рівні є важливим внеском у розуміння значення дослідження
алкоголізму та підвищення результативності його лікування.

III III МЕЖДУНАРОДНАЯ ВЫСТАВКА-КОНФЕРЕНЦИЯ «БИОИНДУСТРИЯ»МЕЖДУНАРОДНАЯ ВЫСТАВКА-КОНФЕРЕНЦИЯ «БИОИНДУСТРИЯ»
III III Міжнародна виставка-конференція «Біоіндустрія»Міжнародна виставка-конференція «Біоіндустрія»

Дата проведення: 16–18. 10. 2013 р. 
Місце проведення: Санкт-Петербург, Росія.
Веб-сайт: http://molbiol.ru/forums/lofiversion/index.php/t525067.html

В експозиції виставки будуть представлені такі розділи, як біотехнологія і жива природа,
біотехнологія та індустрія здоров’я, біоінженерія та біоінформатика, інфраструктура біотехно-
логічної індустрії.
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К 75-ЛЕТИЮ СО ДНК 75-ЛЕТИЮ СО ДНЯЯ РОЖДЕНИРОЖДЕНИЯЯ
БОРИСАБОРИСА ПЕТРОВИПЕТРОВИЧЧАА САНДОМИРСКОГОСАНДОМИРСКОГО

30 апреля 2013 года исполняется 75 лет со дня рождения
известного ученого в области криомедицины и криобиологии,
заслуженного деятеля науки и техники Украины, доктора меди цин с -
ких наук, профессора Бориса Петровича Сандомирского.

В 1961 г. Б. П. Сандомирский окончил Харьковский медицинский
институт, работал врачом-хирургом; с 1971 г. — заведующий
отделением ожогового центра. В 1971 г. защитил кандидатскую
диссертацию, в 1984 — докторскую, с 1986 г. — профессор.

С 1974 г. научная и научно-организационная деятельность Бориса
Петровича связана с Институтом проблем криобиологии и крио -
медицины НАН Украины, в котором с 1979 г. он бессменно руководит

отделом экспериментальной криомедицины. Проблематика его исследований сосредоточена
в области экспериментальной и клинической криомедицины и направлена на изучение
процессов, протекающих в органах и тканях после действия низких температур. Изучение
своеобразия процессов воспаления при криовоздействии в условиях ряда патологических
состояний дало возможность создать и научно обосновать способы холодового лечения
ожоговых и гнойных ран (за цикл работ по исследованию действия низких температур на кожу
с целью создания новых методов криотерапии и криоконсервирования в 1985 г. Б. П. Сан до мир -
ский с сотрудниками отдела был удостоен премии им. А. А. Богомольца АН УССР), язвенной
болезни 12-перстной кишки, хронического тонзиллита.

Логическим продолжением работ этого плана является изучение возможности
благоприятного воздействия холода на деструктивно-восстановительные процессы в печени,
пораженной хроническим гепатитом и циррозом. На животных различных видов детально
изучен морфогенез деструктивно-дистрофических и восстановительных процессов в печени
после локального действия низких температур. Установлена роль микроциркуляторных
изменений в процессе формирования первичного и вторичного крионекроза. Проведенное
прижизненное наблюдение влияния дозированного локального криовоздействия на
нормальную и цирротически измененную печень позволило установить зависимость местных
микрогемоциркуляторных реакций и изменений в системе крови от времени и глубины
охлаждения, ограничить значимые температурные зоны и выявить главные направления
патоморфоза в них. Создана математическая модель распределения температурных полей при
локальной криодеструкции печени, хорошо коррелирующая с экспериментальными данными.

Установлено, что криодеструкция 10% объема печени приводит к стимуляции
регенераторных способностей этого органа. Этот факт послужил основой для создания новых
способов лечения хронических воспалительных заболеваний печени.

В 80–90-е гг. Б. П. Сандомирский большое внимание уделяет созданию аппаратуры. Так,
разработка и внедрение в лечебную практику специального эндоскопического криоинструмента —
криоэлектрокоакулятора (КЭК-1), лапароскопического криоинструмента для холодового
лечения печени, осуществлялись при его непосредственном участии. В 1991 году по инициативе
Бориса Петровича был создан Харьковский независимый фонд материальной помощи
в повышении квалификации врачей («Харьков-Квалимед»). Благодаря его энергии
и организаторским способностям у многих практических врачей из разных регионов Украины
и России появилась возможность приобрести криоаппаратуру, получить новые знания, освоить
метод криотерапии непосредственно в лучших клиниках города Харькова.

В 90-е годы Б. П. Сандомирский возглавляет исследования, ориентированные на создание
технологий получения и применения криоконсервированных клеток и фрагментов тканей для
клинического применения (ксеногепатоциты, культуры инсулинпродуцирующей ткани
поджелудочной железы, фрагменты селезенки и печени).

ЮЮВВІІЛЛЕЕЇЇ
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Многолетние исследования руководимого Б. П. Сандомирским отдела были сфокусированы
на получении с использованием криобиологических технологий экстрактов из ксенотканей
и органов, изучении биологических свойств этих экстрактов, содержащих низмолекулярные
соединения пептидной природы. Исследовано влияние условий криоконсервирования
фрагментов органов свиней и новорожденных поросят на их сохранность и состав получаемых
из этих фрагментов водно-солевых экстрактов. Определено, что молекулярно-массовое
распределение пептидов в экстрактах зависит от органа и возраста животных.

Экстракт поджелудочной железы нормализует биохимические показатели при экс пе ри -
ментальном сахарном диабете, а экстракт печени стимулирует процессы репарации
в пораженном органе при токсическом гепатите и циррозе печени. Введение экстракта
селезенки положительно влияет на протекание сахарного диабета и токсического гепатита
и сокращает сроки заживления ожоговых ран. Смесь экстрактов способствует торможению
роста карциномы Герена и увеличивает продолжительность жизни крыс.

В отделе проведены исследования по применению криохирургических методов и их
комбинаций при экспериментальном циррозе печени. В качестве факторов воздействия
исследованы криодеструкция ткани печени, криоденервация печеночной артерии и введение
экстрактов печени и селезенки. Показана высокая лечебная эффективность таких комбинаций
на модели экспериментального цирроза печени. 

В последнее время по инициативе Б. П. Сандомирского ведется активная разработка биоло -
гических гипоиммуногенных сосудистых протезов малого диаметра на основе ксеногенных
артерий. Разработана методика девитализации ксеногенных артерий с помощью комбини ро ван -
ного действия двух физических факторов – низких температур и ионизирующего облу чения. Было
установлено, что обработка артерий предложенным методом приводит к полной деэндотелизации и
разрушению гладкомышечных клеток сосудистой стенки, т. е. разрушению основных факторов
иммуногенности. Низкие температуры использованы не только в качестве повреждающего
фактора, но и с целью долгосрочного хранения артерий. Полученные биопротезы представляют
собой гипоиммуногенный соединительнотканный каркас. Экспериментальное сосудистое
протезирование продемонстрировало адекватное функцион и ро ва ние девитализированных
ксеноартерий по меньшей мере в течение 24 месяцев без развития тромбозов и стенотических
изменений. При этом наблюдалось постепенное заcеление соединительнотканного каркаса
клетками реципиента. Полученные результаты свидетель ствуют о целесообразности проведения
широкомасштабных доклинических исследований с после дующим внедрением разработанных
биопротезов в клинику и создания низко температурного банка сосудистых биопротезов.

Под руководством Б. П. Сандомирского сотрудниками отдела разработана и внедрена модель
локального крионекроза сердца, позволяющая прогнозировать зону поражения миокарда
с высокой степенью повторяемости эксперимента. В отличие от других экспериментальных
методик некроза миокарда (коронарогенного и некоронарогенного генеза), локальная
криодеструкция сердца дает возможность с достаточной степенью надежности прогнозировать
глубину повреждения сердечной мышцы при заданных параметрах криовоздействия
с формированием как субэпикардиального, так и трансмурального некроза миокарда. На
модели локальной криодеструкции сердца проводятся исследования по изучению ремоде ли ро -
вания и регенерации сердца при различных вариантах лечения некроза миокарда.

Б. П. Сандомирский является членом специализированного ученого совета Д 64.242.01 при
ИПКиК НАН Украины, членом научных обществ ученых Украины, а также членом
Международного общества по эндотоксинам, Европейского общества низкотемпературной
биологии, Европейского общества искусственных органов (ESAO), членом редакционной
коллегии журналов «Проблемы криобиологии» и «Biotechnologia Acta».

Результаты теоретических экспериментальных и клинических разработок Б. П. Сандомир -
ский регулярно представляет на отечественных и международных научных конференциях. Он
является автором более 400 научных работ, в том числе 8 монографий, 39 патентов и авторских
свидетельств. Под руководством Б. П. Сандомирского защищены 2 докторские и 18 кан ди -
датских диссертаций.

Коллектив Института проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины и редакция
журнала «Biotechnologia Acta» сердечно поздравляют Бориса Петровича со славным юбилеем,
желают ему доброго здоровья, долгих лет творческой жизни, успехов во всех его добрых делах
и начинаниях.
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